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Disulfiram jest $rodkiem farmakologicznym stosowanym
od 1948 r. w lecZenin przewlektego alkoholizmu. Mimo na ogék
dobrej tolerancji tego lekﬁ, niektdére spostrzezenia kliniczne
przemawiaja za hiekorzystnym jego oddziaXywaniem na ﬁgtrobe
/20,40,46,76,87,107/.

Uboczne dziatanie coraz to nowszych lekéw urasta
obecnie do rangi problemu i narzuca potrzebg ostrzejszych
kryteriéw oceny ich wartodci i przydatno$ci klinicznej. Na
takie stanowisko wywiéra wpiyw rozwd]j farmakogenetyki, farma-
kokinetyki i farmakodynamiki, ktdéry doprowadzit do pogZebie-
nia wiedzy na temat zjawisk towarzyszgcych dziaXaniu lekéw.

0d czasu pierwsszego opisu cholestatycznej 26%taczki
lekozalezne] przegz Hangera i Gutmana w 1940 r., zostazo po-
gnanych ponad 200 lekéw, ktdre wywoxujg uszkodzenie wgtroby /4/.

Zasadniczo. rozrdznia sie leki o bezposSrednim i podred-
nim toksycznym dziataniu na watrobe /4,44/. Leki bezposdrednio
hepatotoksyczne charakteryzuje wgglednie typowy obraz morfolo-
gioznych zmian w wgtrobie u wigkszosci eksponowanych, zalez-
no$é nasilenia tych zmian od dawki i krétki okres ich roswoju,
a ponadto mozliwosé odiworzenia uszkodzenia watroby w ekspe-
rymencie na zwierzgtach. Natomiast hepatotoksyny posSrednie
dziazajgq na wgtrobe tylko u oséb nadwrazliwych na dany lek

i wywozuja usgkodzenie tego nargzgdu po dzuzszym okresie



utajenia. Obraz morfologiczny zmian w wgtrobie w tych przy-
padkach nie jest charakterystyczny i bardzo rdéznorodny, po-
nadto brak tu zaleznodci nasilenia uszkodzenia od dawki

i najczesciej nie udaje sie odtworzyé dziaZania hepatotoksycz-
nego leku w dos$wiadczenin na zwierzetach /4,44/.

Istotng role w rozwoju uszkodzenia watroby, poza rodza-
jem leku lub innego czynniks toksycznego, odgrywa Jjej aktualny.
stan anatomiczny 1 oczynnosdciowy /4,44/. WspSistnienie jakie-
gokolwiek schorzenia tego narzagdu, zwiaszcza uposSledzajgcego
funkcje odtruwajgcs, sprzyja powstawaniu uszkodzed polekowych.
Znaczng role przypisuje sie¢ rdéwniez stanowi ogdlnemu chorego,

a szczegdlnie odzywieniu, czasokresowl leczenia, wielkosci
dawki leczniczej oraz wspdkistnieniu chordb innych narzgddw
/44,73/. Hajgc na uvwadze wszystkie wyzej podane czynniki mozemy
sie liczyd z mozliiwoscig czestszego rozwoju polekowych uszko-
dzern watroby u przewlekXych alkoholikdw, wykazujgcych w wielu
przypadkach cechy zaburzonej funkcji oraz strukiury wgtroby
/36,66,102/. Dbdaé réwniez nalezy, 2ze alkohol indukujgc enzymy
mikrosomzlne w hepatocytach, przyspiesza biotransformacje
szeregu zwigzkéw chemicznych i moze w ten sposdb nasilad
uszkodzenie wqtroby zalezne od hepatotoksycznych metabolitdw
danego leku /32,37,91/.

Jak widad, w zespole czynnikdw mogacych mieé wpiyw na
wairobe, trudno jest ustalié bezpesrednig zaleznosé przyczyny
i skutku, dlatego konieczne jest przeprowadzenie oceny dsnego
leku pod katem jeczo ewentuslne) hepatotoksycznoéci w warunkach

exsperymentalrych na zwierzeiach.
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Disulfirem /dwusiarczek czteroetylotiuramu; Anticol,
Antabus, Espéral/ zostat zsyntetyzowany po raz pierwszy prrzez
Grotzki‘ego w 1881 ». /6,14/. Nalezy do pochodnych kwasu dwu-
tiokarbaminowego /14/, ktdére Zgcznie z disulfiramem sg stoso-
wane w rolnictwie jako $rodki grzybobdjcze /14,22/ oraz
w przemysSle gumowym przy wulkanizacji kauczuku /12,14,112/.
Poczgwszy od 1948 r. disulfiram zhalaz? szerokie zastosowanie
w leczeniu alkoholizmu przewlekXego /3,56/.

Disulfiram iworzy biazawe krysztaiki topniejace w temp.
7000 i ulegajgce rozkiadowi w temp. powyzej 100°¢C /11/. Roz-
puszczainoéé isulfiramu w 100 ml roztworu w temp. 3800 wynosi
przecietnie: 0,2 mg w wodzie, 2 g w alkoholu etylowym, 3 g
w oleju, 10 g w glikoiu polietylenowym 1 30 g w‘acetonie;
ronadto bardzo dobrze rozpuszcza sig-w chloroformie /11,54/.

Disulfirem po -przyjeciu doustnym jest w 70-90% wchza-
niany w jelicie cienkim /18/, natomiast wszczepiony podskdr-
nie resorbuje ;ig bardzo wolnd, zdaniem Kitsona z szybkodcig
5% dawki na tydzien./60/.

W Sdwietle jelita szczurdw i myszy pod wplywem bakterii
/18/, & po wechXonigciu przede wszystkim w wgtrobie, ale rdéw-~
niez we krwi, miedniach, sercu i1 nerkach, disulfiram ulega
natychmiastowej przemianie do dwuetylodwutiokarbaminignu
/DEDC/ /°,18,24,93/. Reakcja wiodgca do powstania DEDC polega
na enzymatycznej redukcji wigzania -S-S- disulfiramu przy
vdziale glutationue i inaych zwigzkdw zawierajscych wo;ne
grupy sulfhyd“ylowe -SE /49,52,56/.

W organizmie cziowieka, a takze krdlika i Swinki mors-

kiej, proces redukcji disulfiremu do DEDC zachodzi powoli,



ponadto gzdaniem Eldjarna /9/, DEDC po wniknigciu do komdrki
moze tu zostaé ponownie utleniony do disulfiramu przy udziale
cytochromu ¢ lub methemoglobiny /121/.

Uzywajac disulfiramu znakowanego siarkg radioaktywng
Stréme i Eldjarn wykazali, 2Ze ok. 10% podanego leku %gczy sie
wigzaniami kowalentnymi z grupami -SH biaZek, tworzge tzw,
mieszane dwusiarczki /"mixed-disulfides®/ /50,95/. Pokgczenia
te dotyczg zardwno biazek surowicy krwi, jak i biazek komér-
kowych /49/.

Po wetrzyknigciu dozylnym disulfiramu, stezenie DEDC
We krwi osigga maksymalny poziom po 10 min., ratomiagt po
podaniu doustnym po 6 godz. /9/. Okres pdéitrwania DEDC we krwi
jest doéé dxugi, ze wzgledu na wolng jego biotransformacje /18/s
Watrobowy metabolizm DEDC przebiega kilkoma drogami /18,53/:

1/ poprzez rozpad do dwuétyloaminy i dwusiarczku wegla /CS5/, “
ktéry z kolei jest usuwany poprzez piuca /24,95/;
2/ poprzez sprzeganie z kwasem glukurcnowym, w wyniku czego
zpaczha i 1104¢ DEDC wydalana jest z ustroju przez nerki
w postaci kwasu dwuetylodwutiokarbamoilo-1-~tio-beta-D-gli-
kozydouronowego /24,53/;
3/ poprzez utlenienie do nilecrganicznych siarczandw /53/;
4/ poprzez enzymatyczng S-transmetylacje do estru metylowego
kwasu dwuetylodwutiokarbaminowego, ktory w procesie hydro-
- 13zy przechodzi w kwas dwuetylodwutlckarbaminowy i merkap-
tan metylowy /53/. Wytworzony kwas dwuetyliodwutiokarbami-
nowy moze g kolei ulec sprzgganiu £ kwasem glukuronowym

i w tej postaci opuscidé usirdj, a merkaptan metylowy utle-

nieniu do nieorganicznych siarczendw i formaldehydu /53/.
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Disulfiram wydalany jest z ustroju w formie niezmienio-
nej z kaxem w ilosci ok. 10-20% podanej dawki, po przejéciu
przez watrobe droga nerek w postaci‘glukuronianu‘DEDC i siar-
czanéw w ilosci ok. 60% dawki, pozostaXa za$ czes$é usuwana
Jest poprzez piuca w postaci CS, /18,28/. Ok. 20% disulfiramu
znejdowano w organizmie ludzkim jeszcze po 6 dniach od poda-
nia /28/. Natomiast Iber i wsp. podajsg, Ze disulfiram znako-
wany siarkg radiocaktywna wydalany Jjest u ludzi w pierwszych
24 godz. w 60%, w 2-giej dobie w 25%, a reszta w 3-ciej dobie
/33/. |

Oznaczanie stezenia disulfiramu i jego metabolitdw
w piynach ustrojowych jest stosunkowo trudne i nie stosowane
w praktyce, niemniej jednak ustalono poziom terapeutyczay
tego lekn we krwi. Wg Malcolma disulfiram stosowany prze-
wlekle drogag doustng osiggaX we krwi alkoholikdéw stezenie
2-8 mg/l, natomiast po wszczepieniu podskdérnym 1-3 me/l /70/.
Stezenie za$ kolicowego metabolitu disulfiramu, CSy, mierzone
w powietrrzu wydechowym wynosi zdanien tego autorz 0,1-0,4 mg/m3
/70/. Sauter i wsp. /6,95/ badajac zachowanie sie we krwi
produktéw biotrensformacji disulfiramu stwierdzili, 2Ze przy
doustnym podaniu tego leku, poziom C5, we krwi Wygosi zalez-
nie od dawki C-0,6 ug/ml, DEDC C,2-1,0 ug/ml, z&s Po wszcze-
pieniu podskdérnym, skad wchlanianie leku jest indywidualnie
rézne, stezenia jego metabolitdw wykazuja bardzo dufe wahanig
i sg praktycznie nieoznaczalpe po 3 miesigcach,

Disulfiram jest inhibitorem liczaych enzymow. Uwaza sie,
ze dglatanie to Jest nastepstwen tworzenia‘mostkéw pomiedzsy
dvoma atomami siarki wchodzgeymi w skiad tego leku, a grupg

sulfhydrylowa -SH aktywnych miejsc biazka enzymatycznego,



co wyraza wg Neims'a nastepujace réwhanie /50/:

Enzym-S~ + /Cplg/p-N-C8-S-CS-N-/Colg/p ~—>
Enzym-S-CS-N-/CoHg/p + /CuHs/n-N-CS,

Zgodnle z powyzszym, strukturalpie podobne enzymy zawie-
rajgce grupy -SH w swoich centrach aktywnych, mogq byé bloko-
wane przez disulfiram /50/. Do takich enzymdéw nalezy dehydro-
genaza aldehydun octowego /49/ i monoamincoksydaza /99/, po-
nadto disulfiram hamuje aktywnodé oksydazy ksantynowej /54/,
heksokinazy /49/, dehydrogenazy bursszitynianowej /96/, licznych
esterasz /121/, systemdw oksygehaz zwigzanych z mikrosomami
/122,123/ oraz innych enzyméw /49,121/.

DuZe zainteresowanie, szczegdlnie w ostatnich latach,
budzi wpiyw disulfirsmu na dehydrogenazg aldehydu octowego,
enzymu zaleznego od nukleotydu NAD+, a biorgcego udziaxr w me-
tabolizmie alkoholu etylowego, utleniajgc aldehyd octowy do
kwasu octowego /45,72,113/. Disulfiram jak wigdomo blokuje
aktywnosé tej éehydrogenazy, co stanowi o wykorzystaniu di-
gsulfiramu w leczeniu p;zewleﬁxych alkoholikdéw /14,45/.

Watroba zawlera dwa izoenzymy dehydrogenazy aldehylu
octowego, rdznigce si¢ mardwno lokalizacja wewnatrzkomdrkows,
jak i wartoscig staXe] Michaeliiss Km /104/. W watrobie szczurs

dehydrogenaza aldehydu cctowego zlok l zowapa w mitochoadriach,

.

aca niskg stag X /aniejsza ni

1.

a

(o]

posia 10 nli/ml/, bierze

gxéwny udgiax w utlenieniu a_lisaydu octowego, Jjakkolwiek

[N

stanowi tylko 1/3 cazkowite] aktywnosci tego enzymu w watrobie

/104/. Poradio przede wszysikim ten enzym mitochondrialny

jest blokowany przez disulfiram /77/. Wysokie dawki disulfiramnu
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rzedu 150-600 mg/kg podawane szoéarom,i innym zwierzetom lzbo-
ratoryjnym wg Tottmara zmniejszajg aktywnosé wspomnianego
enzymu 2-3-krotnie i zwalniajg w zwigzku .z tym szybkoddé eli-
minacji alkoholu etylowego z krwi o 36% /104/. Deitrich i
Erwin w 1971 r. wykazali, Ze hamowahie dehydrogenazy aldehydu
octowego przexz disulfiram_jest procesen nieodwracalnym 1 stagd
zwigkszenie aktywnosci enzymu wymaga syntezy nowych jego czgs-
teczek /50/.

W oyfoplazmie hepatocytdéw szczura wystepuje ponadto
drugi izoenzym dehydrogenazy aldehydu octowego, charaktery-
zujgey sig wysoka staig K /rzeduw 0,9-1,7 mM/1/, ktdrego rola
w metabolizmie aldehydu octowego jest znacznie mniejszs
i ktéry zdéniem Tottmara nie jest blokowany przez disulfirsm
/104/ . '

NiezaleZznie od hamowanis c;ynnoéci enzyméw zz posred-
nictwem wiazania Ich grup -SH w miejscach aktywnych, disulfi-
ram moze blokowad czynnosé wielu enzymdw takze na innej dro-
dze i za poérednictwem swoich metabolitéw /53/; Jak wiadomo
disulfiram bedac zwigzkiem siliie chelatujgcym metsle, hamuje
czynnosé beta-~hydroksylazy dopaminy /17,96/, ktdra jest metalo-
enzymem miedziowym wystepujacym w struktursch subkomérkowychér
neurondw adrenergicznych /53/. Poza disulfiramem takize DEDC,
inne pochodne kwasu dwuetylodwutiokarvaminowego ora:z CSo
hamuja aktywnosé tego enzymu i w konmsekwencji dochodzi do
obnizenia ilosci noradrenaliny oraz wzrostu dopaminy w zakon-
czeniach nerwowych /84/, co prowadzi do zaburzenia ich funkcJi
1 objawia sig¢ w postaci sedacji, depresji ruchliwodci sponta-‘

nicenej, katalepsji, obnrizenia progu drgawkowego, hypotermii



i in. /53,84/. Dodadé nalezy réwniez, ze wyzej wymienione in-
hibitory beta—hydroksylazy dépaminy maje takze wpiyw na ukzad
krgzenia wywoiujgc miedzy innymi obnizenie cidnienis tetni-
czego krwi /94,125/, objaw czesto obserwowany w trakcie tzw.
reakcji disulfiramowo-alkoholowe] u'leczonych alkoholikdw /51,
94,105/.

W dostepnym pidmienniciwie znalaziem jedynie nieliczne
dane dotyczgce wpiywu disulfiramu na przewdd pokarmowy. Zé~
gadnieniem tym zajmowali sig autorzy francuscy, De Saint
Blanquat 1 wsp. oraz Lamboegf i wspe., ktérzy wykazali, Ze
disulfiram zwieksza sekrecje kwasu solnego, wywoiuje prze-
krwienie $luzdéwki ZoXgdka oraz hamuje motoryke zoZgdka i jelit
/18,57/ .«

W trakcie leczenia disulfiramem obserwuje sile szereg
objawdéw ubocznych. Zaobserwowano, ze bardzo zblizone objawy
pojawiaja sie u harazonych przewlekle na metabolity disulfi-
ramu, a szczegblnie CS» /19,22,39,68,85,86/. Rozpatrujgc przy-
czyay rozwoju ijewéw ubocznych wywozanych przegz disulfiram,
Rainey wysung przypuszczenile, Ze tolksycznosé tego leku moZe
byé konsekwencja biochemicsznych efektdw tek samego leku, Jak
réwniez jego metabolitdw, tzn. DEDC, dwuetyloaminy i CS, /85,
86/. Szczegdlnie duzo podobierstw siwierdzono w zakresie
dziaXenia disulfiramu i CS3,, dlatego tez Xane w 1970 r. wy-
sungx hipotezg, ze CSp Jjest odpowiedzialny za powikZanig
spotykane po disulfiremie /39/. Hipotezg¢ tg popario kilku
ianych badacry, m.in. Rainey, kiéry stwierdzik, ze =z 125 ng
digulfiramu powstaje w brganizmie 30 mg CS2, a oba te zwigzki
podane osobno w powyzszych Gawkach wywoXuja podobne otjewy,

szczegdlnie w odniesieniun do ukkadu krazenia /8€/.
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Disulfiram oraz CSp hamujg aktywnoéé enzyméw mikrosomgle-
nych utleniajgcych leki /15,26,122/. Jedng z wazniejszych
reakcjl w biotransformacji lekdw i innych zwigzkdéw chemicznych
Jest zwigzanie z cytochromem P-450 w mikrosomach wgtrobowych
/T1,114/. Disulfiram i CS, zardwno obpnizajg stezenie tego cyto-
chromu, jak i przyigczajg sie do niego i w ten sposdéb hamuja
kompetetywnie biotransformacje innych lekdéw, nasilajgc ich.
efekty farmakologiczne oraz toksykologiczne /16,26,122/.

Przykiadowo podam, ze w 1966 r. Olsen stwierdzi, iz
disulfiram hamuje w wgtrobie metabolizm phenytoiny /79/. Po-
dobne spostrzezepnia poczynit Vesell w odniesieniu do antypiryny
/108/. Zemaitis i Greene oraz inni badacze donoszg o pewnych
lekach, ktdrych metabolizm ulega_twolnieniu w trakcie stoscwa-~
nia disulfiramu, doprowadzajac w efekcie do powikan %toksycz-
nych /16,81,122,123/. Podobane do disulfiramu hamowanie przez
C82 metabolizmu lekdw opisali po raz pierwszy Iazzriew i wsp.
w 1965 r. /26/.

Z drugiej zas$ strony blokowanie enzymdéw mikrosomalnych
przez disulfiram i CSp rzapobiega rozpadowi stosunkowo mazo
szkodliwych substapcji egzogennych do ich toksycznych meta-
bolitéw /5,23/. Wielu autordéw wykazalo, ze disulfiram moze tg
droga zapobiegad rozwojowi raka jelita grubego u szczurdw,
wywozZanego przez karcinogenne produkty bilotransformacji zwigz-
kéw nitrozaminowych i innysh /5,23,97,111/.

Omawiajgc mechanizm dziatesnia disulfiramu i jego pochod-
nej CS; nalezy wreszcie zaznaczy¢, Ze w prreblegu watrobowych
przemian CSp pqwstaje giarczek tionylu /COS/ i aktywna siarka,
ktéra wigze sie wigzaniem ztomowym z bistkami enzymatycznymi

frakcii mikrosomalnej i obniza ich aktywnos$é, prawdcpolobnie



poprzez zmiane ich budowy trzeciorzedowej i tym samym zapo-
czatkoweé moze zmiany toksyczne w watrobie /15,16/.

Powyzej przytoczone dane moga przemawial za tym, Ze
CS, odgrywa pewng role w dziaZanin disulfiramu oraz w Wwywoiy-
waniu podisulfiramowych objawdw uboczaych u lecrzonych alkoho—
likéw, Zapewne dalsze badania nad iym lekiem wyjas$nig blisge]
ten interesujacy problem.

Leczenie przewlekZego alkoholizmu staje sieg doraz p&ﬁaz-
niejszym problemem lekarskim i sgpoizecznym w zwigzku z niepo-
kojacym zJjawiskiem wzrastajacego spozycia alkoholu w caiym
éwiecie, w tym réwniez w npaszym kraju /45,59,75/.

Disulfiram wprowadzili do leczenia przewlekzZego alkoho-
lizmu Dudiczycy Hald, Jacobsen i Martensen-Larsen w 1948 r.
/3,56/, natomiast w Polsce Zajgczkowski w 1549 ». /119/.

W pierwszych dniach terapii disulfiramowe], kidra trwa
od kilku do kilkunastu miesiecy, przeprowadza sie zwykle prdbe
wrazliwogci na alkohol. Po kilku dniach stosowanis wZadciwie
dobranycn dls ke azdego chorego dawek disulfiramu doustinego poda-
je sie choremu kilkanazdcie mililitrdw alkoholu etylowege do
wypicia, co powoduje wystgpienie tzw. reakcji disulfiramowo--
-alkoholowej, =z uczuciem goracs, dusznosciy, lekami, potemi,
znacznym przekrwieniem gorane] pozZowy cizZa, szczegblnie twarzy,

tachykardig i tachyphoe oraz calym szeregiem innych objewdw,

szczegbtowo opilsanych w liczinych pracac

(=]

/3,12,48,51,77,105/.

[y

FPrzezycre takie] reakc

v

i zniechgca leczonych do przyjmo-

C."

wania alkoholu, s wytworzona w teir sposéb przymuscwa ebsty-

nencja pozwala nea przeprowadzenie w tym czasie innych metod

leczenia, przede wszysikim psychoterapili i socjoterapii /27,



1C0/. Wspomnieé réwniez nalezy, Ze niektdérzy autorzy stosujs
terapig¢ disulfiramem bez uprgzedniego wywoiywania reakcji di-
sulfiramowo-alkoholowej /48/.

Podobne, a niekiedy i lepsze /35,43/ efekt& terapeutycz-
ne od uzyskiwanych disulfiramem dousinym, osigga sie wszoze-
piajgc lek podskdrnie /35,43,69,115/. Metode tg wprowadzilk
‘farie we Francji w 1955 r. /6/. PrzyjeXa sie ona w wielu kra-
jach, szczegdlnie europejskich; w tym réwniez w Polsce /35,56,
77,109/ .

Ostathio jednak pojawiiy sie liczne prace kwestionujace
dziakanie farmakologiczne implantowanego disulfiramu /6,69,
116/, a niektdrzy wrecz uwazaja, ze czynnikiem poditrzymujgoym
abstynencje Jest wyrazona uprzednio na pidmie gotowosé do jej
przestrzegania oraz Swiadomos$é posiadagnia wszczepionego leku
/100/. Ustalenie faktu, Jak znaczay jest udziax tzw. "bariery
6hemicznej" i czynnikdw psychicznych w leczeniu odwykowym
disulfiramem,.wymaga dalszych badza.

Disulfiram nie jest pierwszym Srodkiem stosowanym dla
uczulenia organizmu na alkohol /3/. W 1914 r. Koelsch zwrdci
uwage, Ze cyjaramid wapnis wywiers woiyw nra metabolizm alko-

holu i uzyty z alkonolem wywcuje rozwd]j charakterystyczanych

przykrych reakcii /72,93/. Ferguson w 1956 r. wprowadziX cJﬁnnN
amid wapnis /Temposil/ do leczenia alkoholizmu, sSrcdek fen

okazzt sig jednak dodé toksyczny /72/. W 1975 r. Lindberg

©

wyosobni¥ z grzybas Cevrinus atramentarius l1-aminocyklopropznol,

L]

ktdry ramuje cktywnosé dehydrogenasy sldehydu octowego i pedan
Yacznie z alkoholem wywcXuje u iudzi podobne efekty do po-

disulfiramowych /72/. Ponzdio iivench w 1S50 r. zauwazyx, Zze



wegiel zwilerzecy uzyskany ze spalonych ko$ci podany %acznie
z alkoholem wywoZuje u alkoholikéw objawy gbliZone do reskeJi
disulfiramowo-alkoholowej /72/.

Przyczyna i patomechanizm rozwoju reakeji disulfirsmowo-
-alkoholowej nie zostaty dotad w peini poznane i sg w ostat-
nich latach przedmiotem licznych badanh /9,17,51,94,105,125/.
Zazneczyé nalezy, zZe w przeciwiefistwie do hipotez Halda
i Jacobsena, brany Jjest pod uwasge jako czynnik odpowiedzialny
ra rozwéj tej reakecji nie tylko wytworzony w nadmiarze aldehyd
octowy, gdyz - jak stwierdzono - wstrzykniecie dogzylne alde-
hydu wywozuje wiele odmiennych objawdw /94,105,125/, lecs
réwniez dyskutuje sie hamowanie przez disulfiram bibsyntezy
amin blogennych, dzlatanie metabolitéw tego leku a takze, jek
podaje Sauter i wsp. /94/ oraz inni /48,51,105/ wpiyw osgobni-
czo zmiennych aktywnodci beta-hydroksylazy dopaminowej orasz
blizej nieznanych indywidvalnych predyspozycjii do rozwoju tej
reakcji diswulfiramowo-alkoholowej.

ze wzgledu na uboczhne efekty leczenie disulfiramem nie
moze byé przeprowalzone u wszystkich alkoholikdw. W naszym
piémienniciwie liczni autorzy /Kulisiewicz, Lewkowski, Zajgcz-
kowski i inni/ /56,62,53,77,119/ podajg klasyczne juz listy
przeciwwskazad ze strony ukladu krgienia /zapalenie miednia
serca, radcidnienie tetnicze, miazdzyca naczyid, niewydolnoéd
wiedcowa/, uk¥adu oddechowego /czynna gruZlica pituc, dycha-
wica oskrzelowa/, przewodu pokarmowego /marskodé watroby/,
uktadv krwiotwdrczego, moczowege /stany zapalne nerek/, dc-
krewnegzo /nadczyanosé tarczycey, cukrzyca/, centralnezo egys-

temu perwowego /padacwks, stany po urazie CSK/. Ponadto
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przeciwwskazéniem sa narkomanie, psychozy oraz cigza /62,63/.
5 Objawy ubocéne terapii disulfiramowej mozna podzielid
na dwie grupy: 1/ powikZznia reakcji disulfiramowq-alkoholon
wej oraz 2/ powiktania po disulfiramie per se /31,61,62,65/.
Pidmiennictwo polskie dotyczace tych problemdw jest bardzo

obszerne /12,30,31,64,65,77,80/.

Wéréd licznych powik¥an reskeji disulfiramcwo-alkohqlo-
we] do najpowezniejszych, choé rzadkich i wystepujacych je-
dynie po wypiciu duzej ilosei alkoholu, nalezy zapa3é naczy-
niowa /.8/10000 przypadkdw / /30/. Zgony w przebiegu reakcji
disﬁlfiramowo—alkoholowej mogg tez byé spowodowane wg Kulisie-
wicza /56/ ostrg niewydolnoscia migsSnia sercowego, porszeniem
oSrodka oddechowego, wynacgzynieniem $rédmdzgowym, zatorami
naczyd mézgowych, obrzekiem mdézgu, zakrzepaml nacsyd mdzgo-
wych lub innymi przyczynami, ktérych nie wyjasniono nawet
sekcyjnie /12,3C,56/.

Katomiast po samy:. disulfiramie moga wystapié liczne
powikXania ze strony przewodu pokarﬁowego, takie jak /cyt. za
Operaczem, 80/: niesmak w ustach, uczucle zgagi, gnictgce
béle brzuchs, odbijenia, nudnos$ci, brak Zaknienla, wymioty,
bieguanki lub zaparcia, wzdecia, ponadto objawy ze strony
ukZadv krazenia, ukzadu nerwowego, krwiotwdrczego, szereg
objawdw psychotyczhych oraz alergiczne reskcje skdrne /12,
31,80, 107,112/.

Caly szereg objawdw ubocznych wysiepujscych po disalfi-

ramie pojawia sie wg niekidrych zulordw u 16-64% iecrzonych,

przede wszystkim w pierwszych 2-4 tyg. terapii i najcsescie]

ustepuja one samoistnie po ok. 2 tyg. /31,80/. Lewkowski
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podaje /61,65/, Ze objawy uboczne po disdlfiramie powstajg

w réznym okresie stosowania leku i rdézny jest ich obraz,

a ponadto wystepujg one najwybitniej u alkoholikéw o negatyw-
nym nastawieniu do leczenia. Lewkowskl na materiale 5000 le-
czonych alkoholikdw, obserwowaX podisulfiramowe objawy uboczne
u 68,8% przypadkéw, a czestosé ich malata z biegiem czssu tak,
ze pc roku stosowaniag disulfiramnu objawy te podawaZo juz tylko
22,1% chorych /63/. Natomiast wedZug bogatego doswisdcszenia
¥édzkich pfzychodni przeoiwalkoholowyoh,.toksycznoéé disulfi-
ramu W sStosowanych przecietnie dawkach jest stosunkowo nicka
/80/.

Wiele sposrdd objawdw uboczinych po disulfiramie jest
zblizonych do powikXan spotykanych po ekspozycji na CSzs stad
tez zdaniem wielu sutordéw, m.in. Kane’a i Rainey’a, CS, bedgocy
koXicowym metabolitem disulfiramu, jesf gxdéwnie o&powiedzialny
za wiekszoéé farmakologicsnych i toksykologicznych efekidw
obserwowanych po tym lekw /39,85,86/.

W obszernym pidmiennictwie dotyceacym disulfiramu, je-
dynie pojedyncze spostrzezeniz dotycsa ubocznego wpiywu tego

lekn na watrobe u zwierzat laboratoryjunyci.

1

Child i Crump w 1952 . podazli,; 2Ze disuliiram stosowsny
w doéwiadeczeniu ostrym ha szezurach, psach i krdlikach w daw-
kach rzedu kilkuset mg/kg, wywozywaz w watroble liczne ognisksa
martwicy /11/.

Lewkowslki w 1985 r. badajac nris

i

ologicznie wgtrobe
$winek morskich otrzymujacych przewiekle disulfiram w dawkeach
S5-krothie wyzszych od Cawei ludszikich, zaobserwowa rcozrost

uk*adu siateczkowo-Srddbtonkowego w tym narzadzie, ktdre jego
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zdaniem "nglezazo raczej uwazalé za stan odczynowy ustroj&
w granicach fizjologicznych" /61,62/.

W 1966 r. Gersbein stwierdziX, 2e podawanie szczurom -
diety zawierajacej 0,2-0,3% disulfiramu, wywolywalo w wagitrobie
miernego stopnia zwidknienie przestrzeni wrotnych z prolife-
racjg przewodzikdéw zdXociowych i z haciekami zapalnymi /28/.
Netomiast EkvErn i wsp. w 1977 r. zauwazyli, Ze dozozgdkowe
pcdanie szozurom disulfiramu w dawce 150 mg/kg prsez tydzied,
powodowaXo rozwdj nieznacznego stopnia stZuszczeaia hepaio-
cytéw, ktére nasilao sig przy dluzszej 2-tygodniowe] ekspo-
zycji na lek /22/.

Do 1974 r. nie byZo w literaturze 2zadnych udokumentowa-
nych danych odnodnie ubocznego wpiywu disulfiramu na wairobe
u ludgi. Keeffe 1 Smith podzajs, Ze w okolo 16Q pracach, ktdére
ukazaiy sie w latach 1948-1ST1 na temat terapii disulfiremowej,
nie rnaleriono zadnych informacji na temat hepstotoksycznosci
tego lekn u ludzi /40/.

Pierwsze doniesienie w pisSmiennictwle polskim dotyczace
wptywu disulfiramu na watrobg alkoholikdw opublikowaX w 1965 r.
Lewkowski /61/. Autor Ten badaz 25 alkoho 1ikdw pijacych przerz
5-10 lat i preyjmujacych disulfiram /4Anticol/ przez 1 rok.
Lewkowecki pisze, Ze "jesli chodzi o watrobg, to mimo skarg,

a u niektdrych i szmian prrzedmiotowych /powlekszenie watroby/,
rutynowe badania nie wykszaly zmian, dopiero prdba hipurows
1 alkoholowa wykszaly u czesci zmiany, wskazujgde na uszxo-
dzenie watrosy. Stad wniosek, Ze mimo naZozenis sig dwdch
czynnikd bw Juprzednie dxugotrwaie naduzywanie alkoholu, &

nastepnie usywanie antikolu/ u wybranych pacjentow zgiacsca

C_te

pss)
O

&<
(@]



skargi, stwierdzono nieznaczuy stopier zmian ze stroumy wgiroby®

/61/. W dwa lata pdZnie] Lewkowski i Jag

I \-\“

eZzZo zbedali wplyw

O‘ﬁ

miesig¢cznego stosowania antikolu w dawce 0,5 g/dobe na sian
wgtroby 20 alkoholikdéw i w podsumowaniu pisali, e "... uzys-
kane wyniki prdb wgtrobowych /kadmowej, tymolowe] i lugolowel/,
badanis zmian aktywnosci aminotransferaz 1 fosfataz surowicy
oraz elektroforezy biaXek nie dostarczyly podstaw do jakiego-
kolwiek wnioskowania®” /64/. Niemniej jednak Lewkowski i JagieZ-
Yo postulowali juz wéwczas, aby przewlekiym alkoholikom leczo-
pym disulfiramem stoscwad dla ocepny .stanu watroby nie tylko
prdby biochemiczne, lecz takZe vadanis bioptyczne tego narzadu
/54/.

W ostatnich latach pojawiXo sie kilka klinicznych prac
kazuistycznych dotyczacych hepatotoksycznosci disulfiramu /20,
40,76,87,107/. W precach tych dyskutowany gesc przeae wszyst-
kim udziax anafilaksji, jako przyczyny wystepowania powikzan
watrobowych u leczonych tym preparatem /40/.

Pierwszy opis przypadku zapalenia_wgtroby wywoZanego
przez disulfiram opublikowali w 1974 r. Keeffe i Smith /40/ .
Autorzy ci sugerujg, ze disulfiram moze wywotywadl zapalenie
wgtroby bardzo rzadko i tylko u niekitdrych chorych, przy czym

s

dla wykrycia tego powikXania powiniio sie oznaczaC zachowanie

-

gsie aminctransferaz przed i po wprowadzeniu leku /40/. Pouza

0

rradkosciag tego powikYasnia jeuo rozpeznanie utrudnia duza
czestosé poalkohclowych uszkodzed wgtroby w populacji leczong]
disulfiramem.

W rol péiniej ukazal sie artykuk Zisen’a i Ginsberg’ 8

/20/, w ktdérym opisano przypadek cigizkiego uszLodzen:a’wgtroby
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po 2 ekspozycjach na disulfiram. Nastepnie w 1977 r. Ranek

i Andreasen'opubiikowali obgerwacje hepstotoksycznego wpiywu
disulfiramn u 6 przewlekX¥ych alkcholikdéw, z ktdrych 5 zmario
z powodu ciezkiego uszkodzenia watroby ze £piaczks /87/.
Badanie histologiczine watroby smariych wykzzaXo gwidknienie
tego nargzadu, cholestaze, naciekl zapalne w przestrzeniach
wrotnych oraz mariwice hepatocytdéw. Zaznaczylé trzeba, Ze nie
gpotkano tu cech typowych dla reakecji alergicznych, jak zmﬁany
skérne, eogynofilia, przeciwciaZa up. przeciwmitochondriszlne
i in., Autorzy podkreslaje, e rozwd]j objawdw uszkodzenis
wztroby disulfiramem pojawia sie pdzZnc, po ok. 25 tyg. od
podania leku, a wiec mozna Zatwo przeoczyé gwigrek tego po-
wikXania ze stosowsniem leku. Ranek 1 Andreasen sugerujg po-
nadto celowo$é podjecia przewlek¥ych badad nad hepatotoksyce-
nosécia disulfirsmu u zwierzat /87/.

Ostatnic w 1978 r. Morris i wsp. opublikowsli kolejny
opis przypadku zapeslenia watroby wywoXanego przez disulfiram
/76/.

Trzeba podkreslié, 2ze wezyscy wyzej wymienieni autorsy
zgodnlie uwazajg, zZe wykrycie u prﬁewleklych alkoholikdw za-

palenia watroby wywoxanego przez disulfiram Jest bardzo

N

cz

)]
O

trudne ze wgzgledu n it obecnosé u leczonych alkoholowych

«D
[¢

czyanikiem eticlogicznym wywoiujacym hepatitis byz 2z pewnos$-
cig disulfiram, gdyz lek %en wywolywaz zmiany w watrobie
alkoholikdw, kidrgy: 1/ mielil prawidZove testy biochemiczne

przed wprowadzeriem terapii, 2/ pie otrzymywali innyclh lekdw

oraz nie pili alkoholu podczas leczenia, 3/ biopsja watroby



nie wykazaXa cech alkoholowego uszkodgenia watroby, 4/ HBE_Ag
byx nieobecny, ponadto wywiad co do przebytego zapalenia wag-
troby byt ujemny, 5/ ponowna ekspozycja na disulfiram wywoly-
waza po raz kolejny te same maburzenis ze strony wgtroby,
6/ zaburzenia te ustepowsy po cdstawieniu leku /76/.

W naszym pidSmiennictwie pierwszy Kirchmayer i wap.
w 1977 r. zwréciX uwage ha hepatotoksycznodé disulfiramu /46/.
Kirchmayer i wsp. wykazali, ze u 48% natogowych alkoholikéw,
u ktérych w przebiegu hospitalizzcji w zakladzie,éamkni@tym
wykonywano proéby wrazliwo$ci pa disulfiram, doszlo do obos-
trezenia juz istniejacyoh 1lnb wystapieria dyskretnych smian
zapalnych w watrobie, czemn %towarzyszyx statystiycgnie zna-
mienny wzrost aktywnosci aminotransferazy alanihowej w suro-
wicy, a niekiedy réwniez wzrost fosfatazy alkalicznej i bili-
rubiny. Ze wzgledu na pojawishie sie wspomnianych powyzej
doniesien kézuistycznych o hepatotoksycznosci disulfiramu
u ludzi oraz z uwagi na pocgynione przez Kirchmayera i wsp.
obserwacje sugerujgce toksyczny wpiyw tegoc leku na wgtrobe
u alkoholikdw, zostazy przeprowadzone przez Kirchmayers
i Cichockiego orar wsp. /47/ badaniz eksperymentaline, celem
sprawdzenis wpywu disulfiramw na vgtrobg w dodwiadczeniu
ostrym na szczurach. Badanis te wykazaty, ze disulfiram sto-
sowany w stosunkowo wysokich dewkach jok. C,1 LDSO/ WYVOLYWEX
wrrost surowiczej akiywnodci fosfatagy alkaliczneJ, zabursze-
nie struktury 1 funkcji lizosomdéw w komdérkach wqtrobowych,
pojawianié sie ognisgk degeneracji cytoplazmy oraz wystepowa-
nie figur mielinowych z przemicszezeniem grzebieni w mito-

chondriach hepatocytdéw. Uzyskane wyniki przemawiajg wiec za
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toksycznym wWpiywem na watrobe disuifirzmu sﬁosowanego u sgczl-

réw w duzych dawkach przez krdétki ckres cgasu.



II. ZAZOZENIA I CEL PRACY

Pojedyncze doniesienia kazuistyczne dotycrace polisul-
firamowego uszkodzenis watroby nakogowych alkoholikdw /20,40,
76,687,107/, jak,réwniez vadania kliniczne Kirchmayera i wsp.
/46/ oraz badania eksperymentalne Kirchmayera, Cichockiego
i wsp. /47/ wykazujgce hepatotoksyczny efekt dusych dawek
disulfiramu podawanego w doswiadezeniun o s t ry m u szozu-
réw, skonri¥y mnie do podjecis badand majgcyéh na celu wyjas-
nienie wpiywu ng watrobe D r z e w l ek 2 e g o stosowzsnia
disulfiramu u gwierzat laboratoryjaych.

Przewlekze dawkowanie stanowi o tyle lepszy model dla
okredlenia hepaiotoksycznodei disulfiramua, poniewsz odpowisda
spogobewi podawania tego leku w kiipice nazogowezo alkoholizmu.

Lex ten stosowany jest u przewlek *ych eslkoholikdw w wigk-

.

szodeci prayrabkdw wykazuJacych zaburzong przemiang tzusgc:stug

= -

trole wpiywu *f:o leku na dofwiadczalnie usskodzora wglrobe
r

zwierzai laboraioryjnych.



Tak wigc niniejsza praca ma na celu wyjasnienie:

1/ czy disulfiram podawany przewlekle wykazuje biochemicsiie
lub morfologicznle uchwyine uszkodzenie watroby;

2/ ktdéra z dwdéch stosowanych w leczeriu postaci disulfiramu
podawanego,préewlekle wywo*uje bardgie] nasilone zmiany:
a/ Anticol /Polfa/ - pocdawany dozoladkowo, czy tez
b/ Espéral /Solac/ - wszczepiany podskdraie;

3/ czy disulfiram podawany przewlekle wywotuje smizny skiadu
lipiddw oraz czy i w jakim stopniu te zmiany pozostajsg
w zwigzku g uszkodzeniem watroby;

4/ czy disulfiram wywiera berdziej uchwytne dziazanie hepato-

toksyczne na wgtrobe juZz uprzednio uszkodgzong, oras

5/ pordéwnanie efektdéw dziazepnia disulfiramu podawanego prze-
wiekle z efektem dzisZania disulfiramu stosowanego w tych
samych dawkach %acznic z alkoholem etylowymn.

Wyniki badan przeprcwadzonych na zwierzetach laberato-
ryjnych nie mogas byé - rzecz prosta - odnoszone beskrytyczuie
do patologii ludzkiej, Jjakkolwiek ogdlna organirzacja systemu
metabolizujgcego leki jest podobns u prawie wszystkich gatun-
kéw gsakdw /28/. Niemniej badania te powinany naswietlié nre-

chanizm patogenezy hepatotoksycznego driatgria disulfiramun

O

v ludzi, & uzyskane informacje moga byé preydatne dla modyii-

“kacji wskazafd do lecgenis przewlektego alkonolizmu.



- 22 -

I1I, MATERIAZ I METODYKA
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Badania przeprowadzono na szczurach biatych, samcach
ragy Wistar, o wadze 220-260 2. Zwierzgta przebywaty w jedna-
kowych warunkach Srodowiskowych, w pomieszczeniach jasnych,
przewietrzanych, o temperaturze utrezymywanej w zakresie
20-22°C 1 wilgotnosci wzglednej 65-T0%.

Zwierzeta karmione byty standartowg dietg laboratoryjns
oraz pity wo&g ad libitum. Xazdy szczur otrzymywaz ok. 15 g/
/dzien paszy granulowanej "Murigran" oraz ok. 6 g/dzieﬁ
ziarna pszenicy. Dieta zmawierata zgodinie z przyjetymi normsmi
/7/ ok. 21% biazka, 5% tluséczu, pozostaze pokrycie kaloryczie
w postaci weglowodandw, a poasdto odpowiednie ilogci witamin
i pierwias%kéw-éladowych. Karmienie preerywano na 24 quzin
przed zabiciem zwierszat, utrzymujgc Jedyhie wolny Gostep do
wody .

Sgezury wazono w pilerwszym i ostetpnim daiu dodwiasdcze-
nia oraz notowano ich wyglad zewnetrzny i zachowanlie. Zwie-
rzeta rabijano przez wykrwawienie drogg puitkcjl serca i po
pobraniu krwi craz tkanki waitrovowej od dalszych badand, wyko-
nywano autopsje.

Dodwiadcrenie zmierzzjace do okreslenia hepatotoksycz-
noéci przewlekie podewanego disulfiramu oraz disulfiramu
Ygoznie z elkoholem 3rwaXo 6 tygodpi. 2 pidmiennictiwa bowiem

wiadomo, ze w przebiegu leczenia odwykowego disulfiramem
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wigkszodé objawdw ubocznych pojewia sie¢ w pierwszych 6 tygod-
niach kuracji /64/, a ponadto obserwacje kliniczne Kirchmayera
i wep. /46/ sugerujace hepatotoksycznosé disulfiramu u prze-
wlekych alkoholikéw dotyczyXy okresu 4-8 tygodni /éredinio
6 tygodni/; Réwniez w przebiegu leczenia disulfiramem implsan-
towanym podskérnie stwierdzono najwyzsze stezenia disulfiramu
i jego metgbolitéw W surowicy krwi alkocholikdw w pierwszych
4-8 tygodniach.

Disulfiram stoscwano w dawee 150 mg/kg, czyli w ilosci
2% LDgg dia szczura /11/. Zblizone dawkowanie podawsXo wielu
innych autoréw w badaniach eksperymentalaych, a Jak wykszal
Tottmar /104/ disulfirasm stosowany u szczurdw w tej dawce
skutecgnie hamuje aktywnosé dehydrogenazy aldehyda occtowego.
Dewka 150 mg/kg, czyli okoZo 40 mg na szczura, stanowi ok.
1/10 vrzecietnej dzienne] dawki stosowanej u ludzi w terapii
odwykowej. Wazczepiony podskdraie d1°u1f1~am w 1losSci 400 mg/kg,
cezyli okoXo 100 mg ns szczura, stanowi ok. 1/10 dawki implan-
towanej podsikdrnie u slk: helikdw /6,115/.

Ze wggledu na pig rozpuszezalnos$é disulfiramu w wod:uie
i wynikajace stgd trudnosci w dokzadnym dawkowaniu wodnej
zawiesiny tego ieku, wzerujgc sig na innych autorach /72,104/,
zewieszano sproszkowarny i odwascny disulfiram w 5% roztworze
gumy arzbskisj. Tek przygotcwasa zawiesline disulfiremu jak
réwaiez  disulfiramu w 10% alkohclu, podawspno w odpowiedrie]
dawce i objetodei 2-2,5 ml, dozorgdkowo metalowg sondg zwie-
rzgtom 1ia cuczo 1 0O jednakowej porze dpia.

Zwierzets podzielono na 7 grup liczacych po 20 szczurdw:

Grupa I - otrzymaXa docZozadkowo gawiesing disulfiramu /Auticol,



- 24 -

Polfa, Warszewa/ w dewce 150 mg/kg wagi ciaZa/dobg, codzien-
pie przez 6 tygodnij

Grupa II - otrzymaza dozozgdkowo zawiesineg disulfiramu w dawce
300 mg/kg wagi ciaza/dobe, codziennie przez 6 tygodni;

Grupa III - otrzymazZa dozoXgdkowo 10% roztwdr etanolu w dawce
1,0 g/kg wagi ciala/dqbe /tj. ok. 2,5 ml pa szozura/, codzien-
nie przez 6 fygodni;

Grupa IV -~ szeozurom tej grupy podawsno disulfiram z etanolem
Yacznie sondg dozozgdkowo codziennie przez 6 tygodri w dawkach
dobowych jak w grupach I i III, w postaci ok. 2,5 ml roztworu
na zwierze;

Grupa V - 20 szczurom w krdtkoirwazej narkozie eterowe]
wszczepiono podskdrnie w okolicy miedzyZopatkowe] disulfiram
/Espéral, Solac, Francja/ w dawce 400 mg/kg wagi ciaXa. Trzy
zwierzeta, u ktdérych rana zropiata wyeliminowano gz badai;
Grupa VI - 20 szczurom wszozepiono disulfiram w dawce i w spd-
géb jek w grupie V, a ponadto podawano roztwdr etanolu jsk
zwierzetom grupy III przeg 6 tygodni codziennie doZzoxgdkowo;
Grupa VII - koptrolns. 20 szoruronm podawano scnda dozokgdkowo
2 ml rozitworun soli fizjologicznej codsziennie przez 6 tygodni.
Poradto 20 szczurdw poddano zabiegowi operacyjumemu jak w gru-
pie V i VI, lecz beg wszczepienia disulfirznu,

Po upiywiec 6 tygodnl zwierzeta zadbljsno przez punkcje
serca 1 pobierano krew oraz tkankg walrobowg do dalszych
badai.

Dodwigdczenie zmiervajace do okredlenia wpiywu disulfi-
ramnu na watrobe uszkodzoq@ przeproﬂadzono na scczurach,

ktérym uszkadzano ten narzad chlorowodorkiem D-galasktozaminy

=
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7Hepasamin, K.Roth, RFN/. Zwigzek ten wywozuje zapalenie wa-
;roby morfologicznie zblizone do zapalenia watroby wystepuja-
cego u ludgi /41,74,89/.

Zwierzgta podzielono na 4 grupy liczace po 20 szezurdw:
Grupa I - otrzymywaza sondg dozoigdkowo przez 3 kolejne dni
zawiegine disulfiramu /Anticol, Polfa, Wsrszawa/ w dawce do-
btowej 600 mg/kg wagi ciala. Dawka ta byZa zblisons do 0,1 .
LD50 i podobna do stosowanej w poprzednio pabliKOWanej pracy
/47/;
Grupa II - 20 szczurom podawano dootrzewnowo przez 2 kolejne
dni D-galaktozemine w dawce 375 mg/kg wagi ciaza/dobe w 2 ml
sterylnego roziworu soli fizjologicsznej;
Grupa III - otrzymaia D-galaktozamiig w dawce i w gposdb jak
w grupie II. Ponadto po upiywie 24 godzin od ostatniej injekcji
D-galaktozaminy podawano zwicrzetom dozotadkowo zawiesine
disulfiramu w dawce 600 mg/kg wagi ciaza/dobe przez 3 kolejne
dni jak w grupile I;
Grupa IV - koptrolna. Zwierzeta oitrzymywazy po 2 injekcje
dootrzewnowe 2 ml gterylanego rogtworu soli fizjologiczne]
oraz przez nasiepne 3 dni sonda dczozgdkowo po 2 ml tego roz~
tworu.

Szezury sabijeno przesz wykrwawienile droga nakiucia
serca w grupie I, III i IV po 4 gcdzinach od ostatnie] dawki
dozotadkowej oraz w grupie II po upZywie 78 godzin od podaniz
drugiej injekcji D-galaktozaminy.

Krew do badari biochemicznych poblerano przez puankcje
serca, a po skrwawieniu, otwierano sSzcrzurom jame brzuszng

i povierano wycinki ze $rodkowego ptata watroby do baden

biochemicznych i morfologicznych.
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Skrawki wgtroby przemywano w lodowate]j soli fizjologicz-
nej celem usunigcia ewentuélnych resztek krwi, wysuszano ra
bibule, wazono 1 zamrazano. Zamrozone skrawki watroby homoge-
nizowano w szklenym homogenizatorze typu Potter-Elvehjema
w 3 ml lodowate] soli fizjologiczne] przy oznaczeniach enzy-
matycznych oraz w odpowiednich rozitworach przy badapiu lipi-
déw, a nastepnie wirowano przez 20 minut przy obrotach
3000/min. i odciagano nadssgez.

W surowicy krwi i w nadsgczu ozpnaczano aktywnosci amino-
transferazy alaninowej /414%/ 1 asparaginianowej /AspAT/,
fosfatazy alkalicznej /AP/ i cholinesterazy /ChE/. W surowicy
krwi badgno stezenie bilirubimy caxzkowitej. Ponadto w surowicy
krwi oraz w homogernatach tkanki watrobowe] oznsczeno stezenie
wolnych kwasdw f&uszczowych /FFA/, tréjzliceryddw /TG/

i cholesterolu /CH/. .

Aktywnosé £1AT i 4spAT oraz AP oznaczano spekirofoto-
retrycznie zopitymelizowanymi metodami kinetycznymi /2/, po-
stugujac sie tecstami firmy Beohringer, Mannheim, RFN. Nato-
miast aktywnodé ChE badanc metodg kinetycznag postugujgc sie
testem firmy.Boehringer, ¥annheim, RFN, opertym na metodeie
acetylocholinowej Ellmena i wsp. /21,98/. Aktywnosé ensyméw
wyrazano w mU na 1 ml surowicy oraz W nU nz 1 mg wilgctne]
tkankz wgtrobowe].

1lirubine caXkowite oxznaczapo w surowicy krwi metodsg
/e

10 W surcwicy oraz w tkance watrobowej.

Jendrassika i CrOfg /5

Ul

Stezenie FFA bad

0
m

Przed oznaczaniem FFL w weirobie, przeprowadzano ekstrakcje

metodg Folcha i wsp. /25/. W %tym celu pobrane tkankl waZono
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i homogenizowsno w homogenizatorze szklanym Pot%er-Elvehjema
w mieszaninie chloroformu i metanclu w stosunku 2:1. Nastep-
nie wirowano, a nadsacz przemywano trzykrotanle mieszaning
chloroformu, metanolﬁ i wody /3:47:48/. Koticowg objétoéé pXynu
ugupetpiano do 5 ml mieszaning etapolu i.eteru /3:1/ i odpa-
rowywano w temp. ok. 100°¢ do suchej~pozostakoéci. Zewartosd
FA w ekstrakcie tkankowym 1 surowicy krwi oznaczano metodg
Ducombe "a /55/. Zaszdsa tej metody polega na reskejar FFA
z jopami miedzi, w wyniku czego powstaja mydZa miedziowe roz-
puszczalne w chloroformie. Zawariosé miedzi w nydzsch ozna-
czano kolorymetrycznie przy uzyciu dwuetylodwutickarbeminisnu
sodowego, odczytujac ekstynkcjg przy diugosei fali 440 nm.
Stezenie FFA obliczano na podstawie uéyskanych ekgtynkeji

préby badane] /EB/ i prdby wzorcowe] /EW/ wg wzoru /55/:

&3

FPA /mM/1000 ml/ = —-3-

ar

. 1000

s

Poziom FP4 w wgtrobie przeliczano na 100 mg wilgotne] tkanki.
TG oznaczsho w surowicy i watrobie metoda Carlsons /55/.

Tkanki wazonoc i‘homogeﬂizowano w miesgganinie chloroformu

i me%anolu w stosuaku 2:1. Homogenra$s, podobnie Jak suvrowice,

uzupetniano do 5 ml metsnolem, chloroformem i 0,9% NaCl.

Nastepnie pozostewiano ne 24 godsiny w celu rozdzielenia faz.

Do badan pobierano warstwe chloroformowa, z kitdrej usuwano

cholesterol i fosfolipidy przez wytrzasanie z kwasem Krzemnowyiic

(e}
W3
o
O
X

W uzyskanym ekstrak wnaczano ©G. ¥ tym ceiu hydroiizowano
je do wolnych kwasdéw %2uszczowych 1 gliceryny za poocg

- O .. e -z .
etanolowego roztworu XOH w terp. 60 C. Towstaxa giliceryng

oznaczaro kolorymetrycznie przy diugosci fali 570 nm, zas
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stezenie TG obliczano na podstawie uzyskanych wartodci eks-
tynkeji préby badanej /Ep/ i préby wzorcowe] /EW/ przy uwzgled-

nieniu stezenia wzorca /0,1 uM/, wg wzoru /55/:

| E
TG /uM/1000 ml/ = —=2~ . 0,1 gM . 20000

W

Poziom TG w watrobie przelicgano na 100 mg wilgotnej tkanki.
Cholésterol /CH/ w surowicy i tksnce wgtrohowej 62nabzano
metodg Chiamori’ego /55/. Zasada tej metody polega na tworze-
niu barwnego kompleksu CH z trdjchlorkiem zelazowﬁm w obec-
noéci stesonego kwasu siarkowego. Tkanki przeznaczone do badan
homogenizowano w mieszaninie etanolun 1 eteru w stosunku 3:1.
Homogenat wirowano, a hadsgcz odparowywano w temp. ok. 100°¢C.
W ekstrakcie tkankowym i surowlicy oznaczano CH kolorymetrycz-
nie przy dzugosci fali 560 nm. Stezenie CH obliczano na pod=-
stawie uzyskanych waritosci ekstynkcji prdby badane] /EB/

i préby wzorcowej /Ey/, wg wzoru /55/:

.g txj
it

CH /g% / . 400

5

o
iy

Poziom CH w watrobie przeliczano na 100 mg wilgotnej tkanki.
Badania histologiczne tkanki watrobowej przeprowadzano

po jej utrwaleniu prrzez 24 godziny w 10% roziworze zobojet-

nionej formaliny, przepiukaniu, odwcdnieniu, przeprowadzeniu

przez ksylen i zatopieniu w perafinie,

0

nasteppie pokrojeniu
na mikrotomie ra skrawki grubosci 4-5 n. Skrawki pareflnowe
wybasrwiano w rutynowy sposdb hematoksyling i eozyng /B+E/

/8,120/.



Celem wykrycia obecno$ci glikogenu w hepatocytach za-
stosowano metode P4AS w skrawkach parafinowych. W metodzie tei
pod wpzywem kwasu nadjodowego dochodzi do przeksztalcenia
grup 1,2-glikolowych glikogenu w grupy.aldehydowe,'ktBre
reagujg z leukofuksynag tworzac zgsadeg Schiffa.'PoqiewaZ reak-
cja ta hjewnia w.tkance poza glikogenem %takze inae wgglowodany,
dlatego tez wykonywano dodatkowe kontrolne trawienie skrawkdw
diastaza /8,82/.

Badanie histochemiczhne tiuszczdw w komdrce wagtrobowe]
wykonywano metods barwienia mrozonych skrawkdéw tkanki Sudanem
III /120/.

Badano histochemicznie zachowanie sie akitywnocsci fos-
fatazy kwasnej i @-glukuronidazy, enzyméw bedgcych markerami
lizosomalinymi /éz/o Skrawki utrﬁalano przez 18-22 godzin
w zimnym /temp. +5°a/ pXxynie Bakera /formol-calcium/. Nastep-
nie po opzukaniu w wodzie destylowane] przeprowadzano przez
roztwdér sacharozy i gumy akacjowe] przez 24 godziny, zamrazano
w izopentanie czigbionym w piynnym azocie 1 skrawano w krio-
stacie typu Slee /temp. -20°C/ na skrawki grubogci ok. 10 Au.

Reakcje na fosfataze kwadng przeprowadzano na skrawkach
kriostatowych metodag Barki i indersona /82/. Stosowano piyn
inkubscyiny o pH 5,0, zawierajacy Jjako substrat reakcji fosfo-
ranh pnaffoiu AS-BI w buforse octanu weronalu oraz stabvilizowang
881 dwunazows /hnexasonium pararosanilin/. Po 30 minutach inku-~

bacji w temperaiurzce 3700, skrewki piukano, podbarwianc jadre

W
("'

komdrkowe rielenis metylowa i po odwodnieniun i przeswistleniu
Zemykano w Permount.

Reakeje na #-glukurcnidasg przeprowadzano na skrawkech

P



- 30 -

kriostatowych metodg Hayashi /82/. Stoscwsno piyn inkubacyjny
o pH 5,2, zawierajgcy Jako substrat glukuronian naftolu AS-BI
w buforze octanowym oraz stabilizowang sdl dwuazowg /hexazo-
nium pararosanilin/. Pc 60 minutach inkubacji w temp. 37°C,
skrawki pZukano, podbarwiano jadra komdrkowe zielenig metylows
i po przemyciu, odwodnieniu w alkoholu i ksylenie, zamykano
w bazlsamie kanadyjskim. .
Tkanke watrobowa przeznaczong do badania W mikroskopie eléktro-
nowym utrwaiano w 2% aldehydzie glutarowym, buforowznym do
pH 7,4 buforem kakodylowym, a pastepnie w 1% buforowanym
czterotlenku osmu. Po odwodnieniu w szeregu glkoholi, materiak
zatapiano w Eponie 812, skrawano ng ultramikrotomie Tesla,
& skrewki kOﬂtrasfowsno octanem uranylu ores cytryDLGn
otowiu. Zdjecia wykonywano w mikroskcpie elektronowym trans-
migyjnym Tesla BS 500.

W celn prawidXowe] interpretacji zebranych danych licz-
bowydh wyliczano Srednile arytmetyczne /x/, olchylenie stan-
dartowe /SD/ i bzsd standartowy sSredniej arytmetycznej /SEi/.

£

Wyﬁlkl pcddano analizie statystycznej posiugnrjgc sieg- ogbinie

przyjetymi metodami =z stosowaniem hastepujgeych testdw

s
©

statystycznych: test istotnodci t - Students dla zmiennych
niepotaczonych celem pordwnsniz dwdch Srednich w prsyradku
réwpych wariancji, test istotnosci ¥C¥ Cochrana 1 Coxa dla
pordéwnania dwéch Srednich w przypadke rdinych werizncji,

craz test is
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1isy wariancji
/78/. Cbliczenia pruzeprowadzono przy pomocy minikcmputera

statystycznego.
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Zachowanie sig cieZaru ciaXa zwierzat, ktdrym podawzno
przewlekle disulfiram, disulfiram z alkoholem i sam alkohol,
przedstawiono w tabeli 1. We wszystkich grupach doswisdeczsl-
nych po upiywie 6 tygodni obserwowano spadek éredhiego ciezaru
ciatxa od 7 do 24,7% w pordwnaniu do ciezaru wyjsSciocwego z tym,
ze réznice byxy znamienne statystycznie tylko u zwierzat,
ktére otrzymaty disulfiram dozozgdkowo /fantikol/ oraz antikol
*gcznie z alkoholem /grupa II, III i VI/.

Szezury, kidrym podawano antikol lub antikol Zscznie

gz alkoholem byy apatyczne, senne, niechetnie przyjmowazy
pokarm oraz miaZy lekka biegunke. Skéra ich byxa blads i o niz-
szej ciepzocie, zas sieréé nastrogzona i pozbawiona pozxysku.
Podobne objewy podaja inni sutorzy /11,54/. Przyjmuje sie, Ze
hypotermia jest typowym efektem dziazania disulfiramu u zwie-
rzgt /34/.

W przeciwienstwie do powyissych zmian, zwierzeta, ktdre
otrzymaty disulfirem implszntowany podskdraie /esperal/, alko-

hol oraz esperal Zsozinie z alkoholem iie rézniky sig zasad-

i
-

niczo w wygladzie i zachowzniu cd szezurdw grupy kontrolnej.

1,

Fajwieks elrnos$é obserwowano w grupie szczurdw,

5]
&
[ON
2
[
®
L]
[y

ktérym podawsno antikol w dawce 300 mg/kg/dobg. W gruple tej
£0% szezurdw zgineXo i takie same wyniki otrzymano powlarzajse

badania na tej samej liczbie zwierzgt. Ponadto duzg Smiertel-
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noé¢ notowano u zwierzat otrzymujgcych antikol w dawce
150 mg/kg/dobe, a mianowicie zgineXo 36% szczurdw, zad w gru-
pie, kidra otrzymywaza antikol Zgcznie gz alkoholem padio 45
szezuréw. Smierdé zwierzat byxa poprzedzona napadami gonitwy
po klatce z nastepowym stanem katalepitycznym, charskteryzujg-
cym sie wzmozonym napieciem i zesztywanieniem miedni szkieleto-
wych, przede wszysthim konczyn. Podobne zmiany w zachowaniu
szezuréw po disulfiramie obserwowali takZe inpi autorzy /11,
54,84/.

Au% psja, wykonana po zabiciu szczurdw i pobraniu ma-
teria?u do bedania, nie wykazaXa istotnych zmian mskroskopowych
w narzgdach wewnetrznych w badanych grupach, za wyjatkien

przekrwienia Sciany zoXadka i

<«
Cote

elit zwierzat, kidre ofrzymaky
antikol i antikol ZXacgnie z slkohoiem /grupa II, IIT i Vi/.
W grupach z wszczeplonym espersiem /grupas IV i VII/, w miejscu

gdzie wprowadz 1o lek podskd

!.3

ie, u wiekszodci szezurdw, bo
u 75%, obserwowano przerosZs tkanke Zgczng i tZussczowg, bez
obscnodci esperals. Natomiast u pozostazych 25% zwierzat stwier-
dzono lek otorviony tkanksg Zgcguz, przy czym tabletks byZa

0 ok. 20-50% mniejsza ol {asblethki wszZczeplionej. Szczury te

podewano apiiltel w dawce 150 mz/kg/dobe /zrupa II/ oraz 30C
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w grupie I, 58,0 % 3,1 mU/ml w grupie II i 69,8 % 2,9 mU/ml
w grupie IIX. Réwnpiez w grupie otrzymujace]j antikol Xgcznie
z alkoholem /grupa VI/ w pordwnaniu 2 gruuq koatrolng stwier-
dgono istotny wzrost aktywanodei ALAT /53,8t 3,1 nU/ml/. Na-
tomiast po podaniu esperalu /gruba IV/ oraz samego alkoholun
/grupa V/, jak rdwniez esperalu i alkoholu Xgczunie /grupa VII/,
nie wykazano wigkszych rdznic w zachowaniu sieg surowicze]
aktywnosci ALAT w pordéwnaniu z grupa. kontrolng.
Statystycznie znamiennie wyzszg aktywnosé ALAT w surowic
stwierdzono w grupie III w pordwnaniu z grupa II, IV, v, VI
i VII. Natomlast pordwnanie frednich wartodci A1AT pomiedsy
pozostadymi grupami nie wykazaio istotnych statystyczinie

réznic.

We wszystkioh grupsch Srednia akiywnosé AspAT by&a WY S
sza od wartoéci cobserwowapych w grupie kontrolnej, lecz zna-
mienne statystyczrie rdinice siwierdzono jedynie w grupie
otrzymujace] shtikol w dawce 300 mg/kg/dobeg /grupg III/. Na-
tomiast pordwranie Srednich akitywnosci AspAT pomiedzy poszcze-~
gélnymi grupsmi nie ujswnilo isgtotnych staiystyczaie rdznic.

Jax wynika z danych zauleszcezonych w tabeli 2, zardwno
przewlekle dozoksdkowe podawanie antilk 1u w dewce 190 nz/lkg/
/dcbe oraz w dawce 300 mg/kg/dobyg, Jelk i orzewlek¥Xe podawsznie
alkoholu, allkcholu z antvikolem 1 alkcmoiu 2z esperalem, Wywo-
¥uje w pordunsniu z gruvs konLrolas statystyczaie zramienny
wzrost surowicze] aktywnofici AP, Natomiast nie obserwowano
zrnamiennycen »@2nic w zachoweniu.si¢ akxtywnodci AP pomiedzy
boszczegblnymi grupeni,

Srednia aktywnodé Ch& w surowicy szczurdw xontrolaych

wynesia 460,0 « 28,8 mU/mi / X 4 SEM/ /tavela 3/, byZe
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natomiasf nizszs we wszys%kich pozostazych grupach zwierzgt

z tym, ze statystycznie znamienhie nizszg aktywnosé obserwo-
wano u szezurdw otrzymujgcych antikol /grupa II i III/, alko-
hol /grupa V/ i alkohol z antikolem /grupa vi/. Ponad%o nie
stwierdzono istotnych rdéznic w zachowaniu sig ChE pomiedzy
grupg IIT i IV oraz IV i V.

Stezenie bilirubiny cazkowite] w surowicy szczurdw
grupy kontrolnej wynosito 0,30 ¥ 0,07 mgh /tabela 3/ i byzo
statystyczrie znamiennie wyzsze w grupie otrzymujgcej antikol
w dawce 300 ng/kg/dobe /grupa III/. Poradto stwierdzono istot-~
nie wyzszy surowiczy poziom bilirubiny w grupie III w stosunku
do wartodci obserwowanej w grupie II.

W homogenatach tkanki wqtrqbowej zwierzat kontrolnych
grednie stgﬁenie'wolnych kwaséw tZuszczowych /FFA/ wynosio
2,30 £ 0,14 niE/100 mg / x + SEM / /tabela 4/. Statystycznie
znamienny spadek poziomu FPFA zanotowano w grupsch otrzymujg-
cych antikol zardéwno w Gawce 150 ng/kg/dobe /grupa II/ jak
i w dawce 300 mg/kg/dobe /grupa III/, zas statystycznie istot-
ny wzrost stezenis FFA wykazano w grupie otrzymujchj alkohol
/grupa V/. Ponudto stwierdzono zpnamiennie waﬁ" stezenie FF4A
w tkance watrobowej w. grupie V w stosunku do stezenia w grupie
II, IIT i IV, w grupie VI w stosunku do grupy II i III oraz
w grupie VII w stosunku do poziomu FF& w grupie II i III.

Nat

’Jv

O,

nizst stezenie FFA w surowicy zwierzat wykazao
duze wshania. EyZo ono we wsgystkich grupach, za wyjgticien

upy VI, wyzsze od wartodci wyznaceonych dla grupy koatrolne

CJ.

Ca.

ednaiz analiza statystyczns tych danych nie wykazaza znamien-

rosci tych rdznic /tabela 4/.
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Jek wynika z tabeli 5 przedstawiajgcej zachowanie sie
stezenia trdéjgliceryddw /TG/ w homogenatach tkanki wgtrobowej,
Srednie stezenie TG w grupie kontrolnej wynosiZo 0,61 T C,03
L1/100 mg. Znamienny wzrost TG obserwowano w watrobie szezurdw
otrzymujacych antikol w dawce 150 mg/kg/dobe /grupa II/ oraz
w dawce 300 mg/kg/dobe /grupa III/, a takze w grupie otrzymi-
jgcej alkohol /grups V/ i esperal Zacznie z alkoholem /grupsa
vII/. |

W surowicy sezczurdw kontrolnych Srednie stezenie TG wy-
nosit*o 1709, 1 ¥ 8,6 mlN/1000 ml /tabela 5/. W pozostazych
grupach-badanych wystepowa} wzrost stezenia surowiczego TG
z tym, %e rdznice znamienne statystyczanie /p ¢ 0,05/ stwier-
dzono w obu grupach otfzymujacych antikol /grupa II i III/
oraz w grupie otrzymujzcej alkoh51 /grupa V/ 1 antikol Zgcznie
z alkoholem /grupa VI/ /p«£ 0,01/. Natomiast pordwnanie -zacho-
wahia sle steZenia TG w surowicy w poszczegdlnych grupech
zwierzgt nie wykazao znamiennych rdéznic za wyJjagtkiem wyzszego
poziomu TG w gfupie VI w stosunku do grupy IV.

Zachowahie sie stezenia cholezterolu /CH/ w homogeha-—
tach watrobowych przedstawiono w tabeli 6. Jak z tych danych
wynika, stezenie CH w grupie kontrocline] wynosiZQ 3,60 £ 0,18
ng/z. ¥ grupie otrzymujacej alkohol i esperal Xgcznie z glko-

holen $rednie steienie CHE byXo staiystycznie znamiennie wyizsze

«D

/p < 0,05/ od wartos$ci uzyskanych w grupie kontrolnej. Wato-

miast w gruvie szczurdéw otrzymujacych esntikol w dawce 3CO0 ng/
/xz/dobe /grupa IIL/ i antikol Zagcznie z alkoholem /grupa VI/
w pordwnaniu z grupa I, tzn. kontrolng, obserwowsno istciny

statysiycznie cpadek stezenia CH. Ponadto stwierdzono
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znamiennie statystycznie nizsze stezenie CH w tkance watrobo-
wej w grupie III w stosunku do stezenla w grupie V oraz wyZssze

w grupie VII w stosunku do pozioméw CHE w grupie II, III i VI.

W surowicy szczurdw kontrolnych $rednie stegzenie CH
wynosizo 44,11 * 2,09 mg% /tabela 6/. We wszystkich pozosta-
Yych grupach badanych stwierdzono znamienny statystycznie
wzrost poriomu CH w surowicy, za wyjgtkiem grupy IV, otrzymu-
jace] esperal, w ktdrej w pordwnaniu z grupg kontrolna, nie
obserwowano réznicy w zachowaniu sie Sredniego stezenia CH
/p> 0,05/.

Badanie histologiczne skrawkdw watrobowych zwierzagt
grupy kontrolnej wykazazo obraz prawidzowy /ryc. 1 A/. Zawar-
tosé glikogenu w tkance byta niezmieniona, a jedynie w nie-
licznych zrazikach zmpniejszona. Rarwienie Sudanem III na obec-
nosé truszezdw w wagtrobie wypado u wszystkich zwierzat ujem-
nie. Odczyny histochemicszne na fosfataze kwasng i @-glukuro-
nidszze uwidoczpiZy regularne rozmieszczenie lizosoméw wzdiuz
kanalikdw zdXciowych na biegunie wydzielniczym komérek wgiro-
borych /ryc. 2 4, 3 A, 5 4/.

W grupie zwierzgt otrzymujacych antikol w dawce 150 mg/
/kg/dobe, budlowa zracikowa watroby byzZa utrzymana z zaznaczorng
we wWs ZJSuYiCh przypackach grudowatoscia cytoplazmy, nqjsilniej
wyrazong w II i III strefie gronka wgtrobowego Raprarorta
/ryc. 1 B/. We wsgystkich skrswkach obserwowano wyrazny spacek
zewartosci glikogenu, 2a$ barwienie na tiuszcze Sudarem IIT

ypad¥o ujemnie. Reakcje histochemiczne na fosfatazg lewasne
wwidocznixy w wiekszosSci preypadkdw skupienie sig lizosoméw

.w sirefie okoxojgdrowei, a wigc zaburzenie biegunowgéci
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hepatocytéw. Ponadto odczyn ten byt rozmyty iw IITI strefie
gronka wyraZnie osabiony. Reakcje na @-glukuronidazé wypa-
dxy pbdobnie i byxy wyragnie stabsze w II i IIT strefie gronka
/ryc. 2 B, 4 4, 5 B/.

W grupie zwierzat otrzymujacych antikol w dawce 300 mg/
/kg/dobe, obraz histologiczny watroby byz podobny do opisanego
w poprzedniej grupie z tym, Ze;grudowatoéé%gytoplazmy hepato-
cytéw dbyxa silniej wyrazons. Poanzdto ozgéé$2wierzat /ok. 40%/
wykazywaza obecnosé zwyrodnienia wodniczkowego cytoplazmy
/ryc. 1 C, D/, zas czesé /ok. 30%/ martwice kwasochZonng spo-
radycznych komérék wgtrobowych. Barwienie metodg PAS ujawniZo
rorlany, zraczny ubytek glikogenu, zas barwienie Suaa tem IIT
wypadZo ujemnie. Reakcje histochemiczhne na fosfataze kwashng
uwidocznity we wszystkich przypadkach skupianie sie lizosonmdw
w gtrefie okozojadrowe], e‘wiec zaburzenie biegunowos$ci hepa-
tocytdéw, ponadto odczyn tea byx rozlany 1 oskebiony w III stre-
fie gronka. U okoto 20% zwieregt stwierdzono obecno$é pojedyn-
czych, duzych lizosomdw, odpowiadajacych cytosegrosomom /ryc.
2 ¢, 3 B/. Odczyn na ~glukuronidaze wypadi podobnie do od-
czynu na fosfataze kwashng i byZ wyrazZnie siabszy w IT i IIX
strefie gronka watrobowego.

W grupie ezczurdw, kidrym wszcozepiono esperal, budowa
histologiczna wigtroby byXa utrzymana, j& dynie w IT i III stre-
fie gronka Rappaporta cytoplazma wykazywaza grudkowatosd.

Barviienie PAS ujswaiXoc ubytek glikogenu w hepsfocytach, szcze-

R

gdinie wyragny = II i ITI strefie gronka. Barwienie ne tzusz-~
cze wypadto ujemnie. Clcsyny na fosfataze kwadng 1 @-glukuro—
a

ridaze wykazazy tylko u czgdci fok. 15%/ zwierzat nlewielkie



ostabienie tych odczyndéw, z zaburzeniem biegunowo$ci hepato-~
cytéw oraz nasileniem ich w komdrkach Browicza-Kupffera /ryc.
5¢C/.

W grupie szczurdw otrzymujgcych alkohol, budowa zrazi-
kowa watroby byza utrzymana, jedynie w III strefie gronka wg-
trobowego cytoplazma wykazywaza grudkowatosé. Stwierdszono
ubytek glikogenu w komdérkach, za$ barwierie Sudanem III w po-
jedyaczych komdrkach w obrgbie III sirefy gronka daXo wynik
dodatni. Odczyny na fosfataze kwasdng i g—glukuronidazg uwi-
doczniky osiabienie odczynu z zatarciem biegunowodci hepato-
cytéw /ryc. 4 B/.

W grupie zwierzat otrzymujacych antikol / 150 mg/kg/
/dobe / Zgcznle z alkoholem, budowa histologiczna wgtroby byza
zachowana. Zaznaczong grudowztosé cytoplazmy obserwowano gidw-
nie w IX i IIT strefie gronka. Barwienie PAS i Sudanem III
wypad¥o ujemnie. Reakcje na fosfataze kwaénafi ?—glukuroni—
deze ujawniZy zaburzenie biegunowosci hepatocytdw z osZabie—
niem odczyndéw w II i III strefie gronka /ryc. 4 C/, a wiec
obraz enzymo-morfologiczny zblizony do uzyskahnego po samym
antikolu.

W grupie szczurdw, ktdrym wszczeplano esperal 1 podaweno
alkohol, zmiany hisiologiczne wagtroby byiy 1dentyczne jak
w grupie zwierzat, ktdérym podawano sem alkohol. RéwnieZz bar-
wienie PAS na glikogen i Sudanem III na liuszcze orsz reakcje
higtochemiczre pa fosfetaze kwadng 1 @—glukuronidaz@ - ZzZa-
chowywaXy sie podobiaie.

Cbraz elektronowy komérek wgtrobowych szcsurdw, kidre

otrzymywaly przewlekle dozogdkowo Gisulfiram w dawce 150 mg/
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/kg/dobg wykazaz zmniejszong zawartosé glikogenu w hialoplaz-
mie /ryc. 11, 12/. Glikogen miaZ zmieniony obraz rozet i gro-
madzit sie¢ gidwnie w naczyaniowym biegunie hepatocytdw. Obser-
wowano zmniejSzenie'iloéci szorstkiej siateczki S$rdédplazma-
tycznej o falistym przebiegu bXon oraz znaczny wzrost ilosci
siateczki gradkosSciennej z miejscami zazinaczonym poszerzeniem
jej kanaxdw /ryc. 11/. _
Mitochondrias rozmieszczone byxy dosé nieregularnie, nickidre

z npich byXy wydiuzone, niektdére rozdete, niekiedy jedynie od-
cinkowo. W miejscach rozdecis obserwowano przemieszczenie
grzebieni orgz ich deétrukcj@. Macierz mitochondrialns ujawniz-
Ya niejednorodna gestosé elektronowsg i byZa zmniejszona gidw-
pnie w partiach rozdetych. W obrgbie niektérych mitochondridw
wystepowalty figury mielinowe /ryc. 11/. ZwracaZa uwage zwigk-
szona 1lo$¢ peroksysomdw, porozrzucanych nicregularnie w hie-
loplazmie komdrek watrobowych, ® obechymi wewnatrz elektronowo-
gestymi nukleoidami /ryc. 12/. Lizosomy byzy zlokalizowane

w niekidrych hepatccytach w poblisu kanalika zdXciowego /ryc.

a$ byzy powiekszone i1 przemieszczone do

t

11/, w niektdrych

(O]
C.J.

okolicy przyjadrowej.
U szeczurdw otrzymujigcych prsewlekle dozozgdkowo disul-
firam / 150 mgz/kg/dobe / z alkcholem stwierdzono znaczhe

zmniejszenie ilodci giikogenu oraz obecnosé pojedynczych

kropli lipidewych w obrebie hialoplazny komdieck wetrobowych
/ryc. 13/. Siatecsis S$rédplazmatyczna szoratka byZa mnie]

licznie reprezentovwana i rozmieszczona W sposdb nieuporzgdlo-~

5

o
przebieg falisty i gzaznacoone roz-

wany, ponadto wykczyweia

decie kanaXdéw. Siateczica gadkoscienna wykazywaza wyhliny
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wzrost ilodciowy, a jej kanaly cechowsly sie znacznym posze-—
rzeniem. Macierz mitochondrialng znamionowata znaczna gestosé
elektronowa, a zmienna gesto$é elektronowa nadawaza niektdérym
pstre wejrzenie. W obrgbie niektdrych mitochondridw wystgpowazy
figury mielinowe. Lizosomy byly zlokalizowane w wigkszosSci
komérek wgtrobowych w okolicy przyjadrowe] /rys. 13/.

Obraz elektronowy hepatocydéw szozurdw otrzymujacych
alkohol wykazywai obecnosé dos$é licznych, rdznej wielkosei
kropli lipidowych w obrebie higloplazmy, ktdra cechowaZz sie
ponadto znaczng zawartoscig rdéwnomiernie rozmieszczonego gli-
kogenu /ryc. 14,15/. Siateczka $rddplazmatyczna gadks byia
pomnozona, a jej kanaly w»wielu nepatocytach znacznie rordet
/ryce. 15/. Réwnocﬁeénié gbserwowano spadek zawartosSci siateczki”
srorstkiej. Mitochondria ujawniity emieny strukturslne w postsci
ich rozdecia i powigkszenia, zas macierz mitochondrialna byké
niejednorodnie elektronowo gesta /ryc. 14/. Stwierdzono poje-
dyncze, zawierajgce lipofuscyng lizosomy, zlokslizowane w czes-
ci hepatocytdéw w poblizu kanalika zdZciowego, w czesSci za$s
w okolicy przyjgdrowej. W niektdrych komdrkach wgtrobowych
obserwowano poszerzone kanaliki 2dkciowe, odcinkowo pogbawione
mikrokosmkdéw /ryc. 14/.

Zwierzeta 2 uszkodzong wgtrobg D-galaktozaming i otrzy-
mujace przez okres 3 dni disulfiram /antikol/ w dawce 600 mg/
/kg/dobe nie wykazywaxy istotnych statystycznie réznic w cie-
zarze ciata w pordwnaniu z grupg kontrolng, jekkolwiek spo-

strzegano jego nieznaczny spadek we wszystkich badanych gru-

pach.
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Zwierzeta obserwowane w tym dosSwiadczeniu byly apatyczne
i senne, ponadto te, ktdre otrz&maky sam antikol oraz D-galak-
toramine z antikolem byzZy Wiotkie, a ciepzota ciaxa nizsza od
obserwowanej w pozostaxych grupach.

W grupach szczurdw, ktdére otrzymazy antikol orasz aﬁtikol
tgcznie z D-galaktozaming /grupa II i IV/, autopsja wykazea
nogdlnione przekrwienie narzqdéw wewp@trznych, obrzekze éciany
przewodu pokarmowego, %Zozgdek byx znacznie rozdety i wypé:nioﬁy
élqzowo—kaszowatymi bezoarami o kwasdnym zapachu. Btona Sluzows
czesei gruczotowe]j zotgdka byza wyraznie przekrwiona z obec-
nymi miejscami wybroczynkami krwawymi. |

W grupie szczurdw otrzymujacych D-galaktozamine orasz
D-galsktozamine z antikolem /gfupy ITI i Iv/, stwierdzono pod-
czas autopsji wyraZne przekrwienie wgtroby.

Jak wynika z zamieszczonych w tabeli 7 danych, Srednia
aktywnoéé A1AT w surowicy szozurdw utrzymywaia si¢ na wyzszym
ppziomie we wszystkich badanych grupach zwierzgt w stosunku
do wartosci obserwowanych w grupie kontrolnej. Statystycznie
znamienny wzrost /p < 0,001/ surowiczej aktywnosci ALAT
stwierdzono w grupie szeczurdw g D-galaktozaminowym uszkodze-~
niem watroby /grupa III/ oraz u gwierzat, ktdre otrzymywaly
antikol po uprzednim ustzkodzeniu wgtroby D-galaktozaming
/grupa IV/. Poﬂadto poréwnanie Srednich surcwiczych aktyw-
noéci AlAT obu grup 2 D-galaktozaminowym uszkodzeniem wgtroly
/grupa ITII 1 IV/ wykazaXo u szcrzurdw, ktérym dodatkowo pola-
wano antikol /grupa IV/, znamienny statystycznie wzrost aktyw-

nosci tego enzymu.
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Srednia aktywnos$é A1AT w homogenatach tlkanki wgtrobowe]
szczurdw byta znamiennie nizsza u zwierzgt grupy III i IV
w pordwnaniu z grupg kontrolng /p £ C,05/ /tabela 7/.

Tabela 8 przedstawia zachowanie sie aktywnosci AspaT
w surowicy i w homogenatach wgtrobowych badanych szczurdw.

Jak z danych tych wynika, w grupie zwierzat otrzymujgcych
D-galaktozamine i D-galaktozaming z antikolem obserwowano
wysoce znamienny wzrost skiywnosci AspAT w surowicy /p £ 0,001/
w poréwnaniu z grupa kontrolna, czemu towarzyszyk statystycz-
nie znamienny /p~< 0,05/ spadek sktywnosci tego enzymu w homo-—
genatach watrobowych. Watomiast pordwnanie Srednich wartosci
AspAT uzyskanych zardwno w surowicy Jak i tkance wgtrobowe]

w grupie III i IV pnie ujewniZo znamiennych rdéznic.

Sredpnia aktywnosé AP w surowicy zwierzat konirolnych
wynosita 195,4 + 10,8 mU/ml /tabela 9/ i w pozostaXych bada-
nych grupach byta statystycznie znamiennie wyzZsza. W homogena-
tach watrobowych szczurdw kontrolnych aktywnosé AP wynosizs
0,85 t 0,08 mU/mg /tabela 9/ 1 byza w grupie IITI i IV znamien-
nie wyzsza /p £ 0,01/. Natomiast nie obserwowano istctnych
statystycznie féZnic w zachowaniu sie cktywnosci AP w surowicy
i tkence wgtrobowej pomiedzy grupami III i IV.

Wyniki badan aktywnoéci ChE w surowicy przedstawiono
w tabeli 10. W pordéwnaniu do wartogci ChE grupy korirolnej,
xtéra wynosita 486,0 * 14,2 mU/ml, u wszystkich badanych
zwierzgt stwierdzono spadek surowicze] aktywnodci tego erpz,uu
/p < 0,05/. Réwniez w homogenatach tkanki wgtrobowe] obsgexvic—
wano w poréwnaniu z grupa kontrolns spadek $éredniej aktywnoiol

ChE z tym, ze znamienny statystycznie spadek dotyczyX jedyrie
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grupy II i III /tabela 10/. Nie stwierdzono istotnych rdznic
w surowiczej 1 wgtrobowej aktywnoSci ChE w grupach III i IV.

Jak wynika z tabeli 11, w grupie szczurdw otrzymujgcych
D-galaktozaming /grupa III/ oraz D-galaktozamine z antikolenm
/grupa IV/, obserwowano znaczhy, statystycznie znamienny wzrost
stezenia bilirubiny catkowitej w surowicy w pordwnaniu do
stezenia sgtwierdzonego w grupie kontrolnej /odpowiednio
p £ 0,01 i p £ 0,005/. Ponadto pordwnanie $redniego stezenia
bilirubiny w surowicy szczurdw w obu grupach z D-galaktozami-
nowym uszkodzeniem wgtroby /grupa III i IV/ wykazazo u zwie-
rzgt, ktérym dodatkowo podawano antikol /grupa IV/ znamienny
gtatystycznie wzrost stezenia bilirubiny.

Badanie histologiczne skrawkdw watroby zwierzat grupy
kontrolnej wykazazo obraz prawidiowy /ryc. 6 A/. %awartoéé
glikogenu w tkance byts niezmieniona, jedynie w sporadycznych
zrazikach zmniejszona. Barwienie Sudanem III na obecnosé
truszezdéw w wagtrobie wyradto u wszystkich zwilerzagt ujemnie.
Gdczyny histochemiczne na fosfataze kwasng 1 @—glukuronidaze
uwidocznity regularne rozmieszczenie lizosomdéw wzdiuz kanali-
kéw z8%ciowych na biegunie wydzielniczym komdrek watrobowych
/ryc. 8 A/.

W grupie zwierzat otrzymujgcych antikol w dawce 600 rg/

/kg/dobe przez 3 dni, stwierdzono w obrazie histologiczaym

Y

av

'_J

t

watroby nierdwnomierna barwliwos$é i grudowatosé cytop oy

u wszystkich zwierzat /ryc. 6 B/. Poradto u wigkszodci

0

ZCLZLU~

t3

réw obserwowano wakuolizacje cytoplazmy. We wszystkich prez

q

ke

padkach wystepowaZ wyraZny spadek zawartosSci glikcgenu, z¢s

barwienie na txuszcze wypadio u wszystkich zwierz s ujemiie.
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Odczyny histochemiczne zardéwno na fosfatszg kwasng jak i
{b-glukuronidaze byty w czedoi hepatocytdéw oskabione, czemu
towarzyszyxo zaznsczone zaburzenie biegunowego ukZadu lizo=
soméw. Oslabienie i rozmycie /odeczyn dyfuzyjry/ obu odczyndw
stwierdzono zwzaszcza w centrum i strefie posredniej sraziidw
watrobowych, gdzie szaznaczata sie utrata bieginowosdci hepato-
cytéw i gdzie wystepowaly ponadto duse lizosomy, odpowigdsgjgce
cytosegrosomom /ryc. 8 B 1 ¢ oraz ryc. 9 A/. Na obwodszie
zrazikdw obserwowano skupianie sie lizosoméw w wigksze konglo=
meraty..

W grupie szczurdw otrzymujgcych D-gaslaktozamine badanie
histologiczhne ujawnizo obraz uszkodzenia Wgtroby w pnostaci
rozsiane]j kwasochZonnej martwicy‘komérek wgtrobowych z nascie-
kami zapalnymi zXoZonymi gidéwnie z komdrek jednojgdrzastych
limfocytopodobnych /ryc. 6 C/ zlokalizowanymi w przestrzeniach
wrotnych oraz w ich poblizu. Zmiany histologiczne w wgtrobie
szczurdw odpowisdaty opisywanym obrazom "galactoébin repa-
titis" /41,89/. Ilo$é glikogenu w watrobie byZa zmniejszons
u wsegystkich zwierzgt, a barwienie na tiuszcze Sudapem IIT

wypad2o ujemnie. Reakcje histochemiczne na fosfataze kwadng

s o~

i @—glukuronidazg wykazaty utrzymang biegunowgsc komérek
wgtrobowych w centrum zrazika, nsztomisst w obwocowych Jego
obszarach, a rzwXaszcrze w poblizu naciekdw zapalnych w rejcaie
przestrzeni wroinych, obserwowano zatarcie bieguncwosci kcmlr-
kowej i liczne cytosegrosomy /ryc. 9 B i C/. Ponadio w nacic-
kach zapalnychk cbecnych byko duzo mekrofagdéw z silnie dodat-

nini odezynami zardwno ns fostataze kwasng Jak i na .G-glukugo-
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W grupie zwierzgt otrzymujacych antikol po uprzednim
wywotaniu D-galaktozeminowego uszkolzenia wagtroby, zmiany
histologiczne byzy podobne db obserwowanych u szczurdw, kidre
otrzymazy samg D-galaktozaming. Tak wigc stwierdzono rozsizng
martwice kwasochXonng hepatocytdw oraz obecnosé naciekdw za-
palnych w przestrzeniach wrotnych 1 w ich poblizu. Hiemnie}
jednak u ok. 30% szczurdw zmiany byXy bardzie] nasiione, przy
czym obserwowano miejscamil obszary masywne] martwicy i wylewdw
krwawych /ryc. 7 &, B i C/. I1l08é glikogenu byZa zmniejszones
u wszystkich zwierzgt, natomiast barwienie Sudanem IIT ng
cbecnodé tiuszezu u 40% szezurdw ujawnito stiuszezenie watroby.
Reakcje histochemiczne na fosfataze kwasng byty w niewielkie]
czesci hepatocytdw utrzymane, ale w wickszosci komérel wetro-
howych odezyn by% rozproszony ~uob rozmyty /odczyn dyfuzyjoy/
oraz ‘wykazywzX ohecnosdé licznych dugzych lizosoméw odpowigda—
jacych cytosegrosomom. W makrofagach reakcje na fosfatazg
kwadng by}y znaczinie nasilone /ryc. 10 &4 1 B/. Podobnie za-
chowywaty sig odczyny ha @—glukuronidazg, chociaz byzy sieczc]

wyrazone.
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V. OMOWIENIE WYNIKOW

S T e e b h o B B st bt St e e e s e S e S S
XA 343 2 3 1+ 1

Przedstawione badania potwierdzily obserwowane réwniesz
przez innych autordéw /11,34,54,84/ ogdlne toksyczne oddziaky-
wanie ha zwierzeta przewlekle dozoxgdkowo podawanego disulfira-
mu. Objawiazo sig ono spadkiem cieZaru ciata szczurdw, zmia-
nami w ich wygladzie zewnetrzaym i zachowaniu 2 obniZeniem
ruchliwoéci i hypotermia, a w wyzszych dawkach Smiercig wigk-
szodci zwierzgt.

Objawy powyzsze hyly zapewne spowodowane toksycznym
wpiywem disulfiramu na centralny system nerwowy zwierzat.
Zostao bowiem stwierdzone /17,53,96/, ze lek ten, blokujsgc
beta-hydroksylaze dopaminowg w zakoAczeniach nerwowych, hamuje
biosynteze a2min biogennych, a przewlekle stosowany prowadzi
do demielinigacji, a wiec usgzkodzenia wkdkien nerwowych /85/.

Zasadniczym celem pracy byzo przede wszystkim okres$lenie
wpiywu disulfiramu na watrobe badanych zwierzat.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg na hepatotoksycz-
ne dziatanie prgzewlekle podawanego disulfiramu. Ujawnixo sigc
ono zaréwno w wynikach badad biochemicznych jak i.morfologicz-
nych.

Tak wigc disulfiram /Anticol/ podawany doZozgdkowo
szezurom w dawkach dobowych 150 mg/kg i 300 mg/kg przez okres

6 tygodni powodowal statystycznie znamienny werost surowicze]
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aktywnosci AlAT oraz fosfatazy alkalicznej i ponadto znamienne
obnizenie aktywnosci ChE. Nalezy tu podkreélié, Ze wspomniane
zmiany biochemiczne obserwowano u wigkszos$ci badanych zwie-
rzgt, przy czym ich nasilenie zalezaZo od wielkoseci dawki, co
réwniez w pewnym stopniu stanowi potwierdzenie wYasciwosci
hepatotoksycznych disulfiranmu.

Tak wiec nasilenie_zmiag watrobowych pod wpiywem wyzszych
dawek disulfiramu wyrazaXo sig statystyczgie.znamiennie wyzszg
aktywnoscig AlAT oraz wyiszym stezeniem bilirubiny w surowicy
zwierzat, kitdérym podawsano disulfiram w dawce 300 ng/kg, W po-
réwnaniu do wartosci uzyskanych w grupie, ktdérej podawano lek
w nizszej dawce dobowej, a wiec 150 mg/kg.

Poradto wyzsze dawki disulfiramu wywoiywalzy znamienny wzrost !
aktywnosSci AspAT w surowicy, czego hie obserwowano po podaniu
nizszych dawek tego ‘leku. ’

Preparat disnlfiramu o przedxuzonym dziaXaniu implanto-
wany podskérniq /ESpéral/ nie prowadzix do wspomnianych zmizn
biochemicznych, a stosowany Zacznie z alkoholem powodowaxz takie
same zmiany Jjak sam alkohol.

Jak WSpomnféno w czedcl wstepnej, disulfiram jest lekien
%le rozpuszezalnym w wodzie i jak wykazali m.in. Boss 1 wsp.
/6/ oraz .Sauter i wsp. /95/ jego wchZanianie z mlejsca wszcze-
pienia jest osobniczo zmienne 1 wydaje sig¢ byé problematyczne
/6,43,52,69, 100,109, 115/. Powyzsze dane mogg ttumaczyé brak
wystepowania biochemicznych cech uszkodzenia watroby u swie-
rzat, ktérym implantowano Esperal.

W grupie zwierzat otrzymujgcych przewlekle sam alkohol

stwierdzono w pordéwnaniu z grupg kontrolng Jedynie statystycznice
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znamienny wzrost surowiczej aktywnosci fosfatazy alkaliczne]
i spadek ChE, natomisst nie obserwowano wzrostu poziomu bili-
rubiny i istotnych zmian w zachowaniu sig aminotransferasz.
Disulfiram podawany w dawce 300 mg/kg wywotywaZ statys-~
tyceznie znamienny wzrost surowiczej aktywnosci A1AT w pordw-
napiu nie tylko z grupsg zwierzgt otrzymujacych sam disulfiram
w dawce 150 mg/kg, sam alkohol oraz sam Espéral, ale réwniez
w pordéwnaniu z grupa, ktéra otrzymywata disulfiram /150 mg/kg/
*gcznie z alkoholem.
W grupie zwierzat, ktdéra otrzymywaka disulfiram /150 mg/
/kg/ *gcznie z alkoholem, nie obserwowano statystycznie zna-

miennych réznic w aktywnoéci badanych enzyméw i w surowiczym

L)
4

poziomie bilirubiny'w Stosunku'dq grupy, kidérej podawano sam
disulfiram w dawce 150 mg/kg 1 sam alkohol.
Fakt ten $wiadczy o tym, Ze zaczne podawanie disulfiramu
z alkoholem nie prowadzi do sumowania sie wpiywu toksycznego
obu tych substancji, a rdéwniez stanowié moZe argument przema-
wiéjqcy za tym, Ze zapewne w dziaZaniu hepatotoksycznym di-
sulfiramu @ie odgrywa podstawowej roli aldehyd octowy. Zagna-
czyé nalezy, ze a;@ehyd octowy jest substancjg wybitnie tok-
syczng /10,105/. Hamuje on m.in. fosforylacje oksydatywng
w hepatocytach i w konsekwencji moze zaburzyé funkcje i struk-
ture komérki /10,101,105,113/.

Wnioski dotyozace hepatotoksycgnosci disulfiramu, wysu-
niete na podstawie wynilkdéw oszhaczen biochemicznych, znalaziy
potwierdzenie w badaniach morfologicznych i histochemicznych

watroby badanych zwierzat.
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Stwierdzono mianowicie w watrobie szczurdw, ktdrym po-
dawano disulfiram w dawce 1%0 mg/kg i1 300 mg/kg grudowatosdé
cytoplazmy komérek wgtrobowych, ubytek w nich glikogenu, roz-
mycle i oszabienie odczyndéw histochemicznych ha markery lizo-
gsomalne, a wiec fosfataze kwasng i1 beta-glukuronidaze, z to-
warzyszgceym zatarciem biegunowosci komdérek. Ponadto w obrazsch
mikroskopu elektronowego obserwowano zmniejszenie ilosci sia-
teczki Srdédplazmatycznej szorstkiej, pomnozenie gradkiej,
zmiany ksztaztu mitochondridw ze zmniejszeniem gestodoi elek-
tronowej maclierzy i pojawianie sie¢ w ich obrebie figur mieli-
nowych, ponadto obecnos$é licznych peroksysoméw oraz przemiesz-—
czenie lizosomdéw do strefy okoojgdrowe].

Badania morfOIOgiczne watroby zwierzgt, ktdre otrzymy-
waty disulfiram w dawce 300 mg/kg ujawnity zwigkszone nasile-
nie przedstawionych powyzej zmian, a ponadto pojawienie sig
zwyrodnienia wodniczkowego cytoplazmy, martwicy kwasochXonnej
komérek watrobowych oraz wystepowanie duzyth lizosomdéw, odpo-
wiadajacych cytosegrosomom /13/.

Alkohol podawany przewlekle wywoiywaz gmiany morfolo-
giczne w wgtrobie, zblizone do opisanych po disulfiramie po-
dawanym w dawce 150 mg/kg. Tak wiec stwierdzono grudowatosé
cytoplazmy, ubytek glikogenu, osiabienie odcgyndw histoche-
micznych na markery lizosomalne, z przemiesgzczeniem lizosondw
do strefy okotojadrowej. Zmiany te dotyczyiy gidwnie komérek
watrobowych III strefy gronka Rappaporta /88/, gdzie obserwo-
wano réwniez dodatnie odczyny na tzuszcze, zas w mikroskopie
elektronowym obecno$é licznych kropli lipidowych, pomnczenie

i poszerzenie gradkiej siateczki Srédplazmatyczne] orag zmiapy
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ksztattu mitochondridw /58,83,91/. Natomiast po disulfiramie
zmiany wystgpowaly w hepatocytach II i IIT strefy gronka.

Réwnoczesne podawanie disulfiramu z alkoholem prowadziZo
do zmian morfologicznych zblizonych do tych, ktdre stwierdzono
w grupie gzwierzat, kidrym podawasno sam disulfiram w dawce
150 mg/kg z tym, Ze poza wystepujacymi po samym disulfiramie
zmianami w zakresie lizosoméw, mitochondridw, siateczki grdéd-
plazmatycznej, obserwowano tu obecno$é kropli lipidowych
w hepatocytach.

Disulfiram implantowany podskérnie./Espéral/ powodowaX grudo-
wato$é cytoplazmy i ubytek glikogenu w komdrkach watrobowych
IT i IIT strefy gronka oraz u czesci zwierzat zaburzenie bie-
gunowos$ci hepatocytdéw z niewielkim oszZabieniem odczyndéw na
fosfataze kwasSng i beta-glukuronidaze. Espéral stosowany zgcz-
nie z alkoholem wywoiywax zmiany takie same jak przy podawaniu
samego alkoholu.

Nalezy podkreslié, ze o ile obserwowany w komdrkach
watrobowych szczurdw, kidre otrzymywazy préewlekle disulfiram
lub sam alkohol, spadek zawartosci 5likogenu, oszabienie od-
czynéw histochemicznych na fosfataze kwasng 1 beta-glukuroni-
dare, przemieszcgenie lizosoméw do strefy okolojgdrowej, spa-
dek ilodci szorstkiej i werost giadkiej siateczki Srdédplazma-
tycznej oraz pomnozenie peroksysoméw - mogg byé interpretowaune
jako morfologiczny wyraz adaptacji do zmian metabolicznych
gwigzanych z prrzemiang tych substancji /47,91,106,110/, to
obserwowana wyXgczhie po wyzszych dawkach disulfiramu mardtwicc
kwasochXonna, zwyrodnienie wodniczko%e cytoplazmy, pojewianie

sie cytosegrosoméw oraz zmiany struktury mitochondriéw
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z obecnoscig w ich obregbie figur mielinowych, stanowia nie-
watpliwie wyraz toksycznego uszkodzenia komdérki wgtrobowe]
przez disulfiram /47/.

Dodaé nalezy, 2e przewlekle dozotadkowo podawany disul-
firam wywoiywax zmiany morfologiczne komdérek watrobowycg po-
dobne do tych zmian, ktére obserwowano po dusych dawkach tego
leku podawanego W ostrym doéwiadczeniu /47/.

Tak wigc przeprowadzone badania potwierdzajg zasadniczo
wnioski wynikajgce z doswiadczenia ogtrego /47/ wskagujac na
toksyczne oddziatywanie tego leku na watrobe. Podkresleniu
zastuguje fakt, Ze przewlekle podawany disulfiram stanowil
o tyle lepsszy mo@el dla okreslenia jego hepatotoksycznosci,

8
poniewaz odpowiadax sposobowi stosowania tego leku w warunkach

klinicznych.

W uzupeinieniu powyzej dyskutowanych badan nad wpiywem
dfsulfiramu na wgtrobe wykazano, Ze lek ten ujawnia deziaXanie
hepatotoksyozne réwniez u sgczurdéw z uszkodszong uprzednio
watrobg D-galaktozaming.

D-galaktozamina, jak wiadomo z licznych doniesied /41,
42,60,74,89/, wyw?luje u zwierzgt laboratoryjnych zapalenie
watroby zblizone ﬁorfologicznie do gzapalenia tego rarzgdu
obserwowanego u ludzi /41/. Pionierskie prace z tego zakresu
Kepplera, Lescha, Reuttera, Deckera oraz Medline i wsp. /41,
42,60,74,89/ wyjasnity patomechanizm tych zmian. Metabolity
D-galaktozaminy *gczac sig z nukleotydami uracylowymi hamujg
ich czynnosé, doprowadzajgc do zaburgenia biosyntezy RNA,
biakek, glikoprotein i glikolipiddéw, uszkodgzenia organelli
komérkowych, takich jak lizosomy, mitochondria, siateczka
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érédplazmatyqzna, bXony komérkowe, aparat Golgiego oraz roz-
woju naciekdéw zapalnych w przestrzeniach wrotnych wgtroby.

Podanie disulfiramu zwierzetom z uprzednio uszkodzong
watrobg D-galaktozaming wywoiywato dodatkowo, nie obserwowane
po samej D-galaktogaminie, stuszczenie wgtroby i1 masywng
martwice czesci komérek z wylewasmi krwawymi, ponadto stwier-
dzono obecnosé licznych cytosegrosoméw oraz rozmycie odezyndw
histochemicznych na markery lizosomalne fosfataze kwadns
i beta-glukuronidazg. Réwniez wyniki bada¥ biochemicznych
wskazywaty na nasilenie uszkodzenia watroby. Wykazano miano-
wicie statystycznie istotny werost aktywnosei ALAT % stezenia
bilirubiny w surowicy tych zwierzgt, w pordwnaniu do wartosci
powyzszych oznaczern uzyskanych u szczuréw z uszkodzong watrobg
samg D-galaktozaming.

Mechanizm hepatotoksyczhos$ci disulfiramu nie zostal
w pexni wyjasniony. W oparciu o dane z pidmiennictwa przedste-
wione we wstepie, moZnaby przyjaé, ze mechanizm ten jest zwig-
zany z hamowaniem przez disulfiram czynnos$ci enzymdéw wewngtrz-
komérkowych i biosyntezy biazka /14,28,49,54,73,90,96,99, 121,
123/, co w konsekwencji prowadzi do zmiah struktury komdének
watrobowych /106/. Byé moze, Ze o dziaXaniu hepatotoksycznym
disulfiramu decydujg giéwnie cytotoksycezhne wiasciwosci metabo-
1itéw disulfiramu, s w szczegdlnosci dwusiarcezku weglsa /CSx/
/29,39,85,86,93,117/, o czym rdéwniez wspomniano we wstepnej
czesci pracy.

W uzupeinieniu przedstawionych badani biochemicznych
1 morfologicznych przeprowadzono badania nad zachowaniem sig
prgemiany tZuszczowe] u szczurdw prezewlekle otrzymujgcych

disulfiram, alkohol oraz oba te gwigzkl Zgcsgnie.
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Watroba jak wiadomo zajmuje centralne miejsce w gospo-
darce lipidowej. RéwnieZz w tym narzagdzie ulegajg biotransfor-
macji substancje egzogenne, m.in. alkohol i szereg lekdw,

z ktérych wiele prowadzi do zaburzenia wagtrobowej przemiahy
ttuszczowe] /4,44,45,73/, znajdujacej wyraz morfologiczny
pojawianiem sie¢ stZuszczenia komdérek wgtrobowych.

Stosunkowo’hajlepiej poznano. poalkoholowe zaburzenia
metabolizmu ttuszczdédw. Tak wiec alkohol hamuje utlenianie
kwasdéw txuszczowych w wgtrobie, z drugiej zas$ strony nasilsa
biosynteze tych kwasdw, jak réwniez ich napryw z tkanki tZusz-
czowe] do wgtroby, gdzie nastepnie ulegajag estryfikacji do
tréjgliceryddw /45,46,58,66,67,113/. Nagromadzone pod wpiywem
alkoholu w komérkach wgtrobowych tréjglicerydy tworzg krople
ttuszczu, stanowigce najczestszy morfologiczny objaw alkoho-
lowego uszkodzenia watroby /1,45,46,59,75,83/.

Poza alkoholem rdéwniez liczne leki, w tym - jak wykazano
W niniejszej pracy - disulfiram, mogg wywoXywaé zaburzenia
przemiany lipidowej.

Tak wiec disulfiram /Anticol/ podawany sgzczurom prze-
wlekle dozozgdkowo prowadzix do wzrostu stezenia trdjglice~
rydéw i cholesterolu w surowicy, a takze do wgrostu poziomu
tréjglicerydéw oraz spadku cholesterolu i wolnych kwaséw
tiuszezowych w tkance watrobowej. Podobne zmlany wywozxtywazx
alkohol z tym, Ze w przeciwiefistwie do disulfiramu zwigkszeX
oh stezenie cholesterolu i wolnych kwasdéw tzuszczowych w wa-
trobie, przy czym réznice te nie byxy statystycznie istotne.

Disulfiram stosowany Xgcgznie z alkoholem prowadziz do

wzrostu stezenia tréjglicerydéw i cholesterolu w surowicy
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oraz spadku poziomu cholesterolu w tkance watrobowej, a wiec
do zmian podobnych do tych, ktére obserwowano w grupie zwie-
rzat otrzymujgcych sam disulfiram z tym, Ze nie stwilerdzono
istotnych statystycznie réznic w zachowaniu sig¢ badanych
wskaZnikéw przemiany tXuszczowej w obu tych grupach. Walezy
jednak za;naczyé, ze W grupie zwierzagt otrzymujgcych sam di-
sulfiram nie obserwowano w badaniu morfologicznym stXuszcze-
nia hepatocytdéw, obserwowanego u szczurdw otrzymujgcych sam
alkohol oraz alkohol xgcznie z disulfiramem.

Natomiast disulfiram implantowany podskérnie /Espéral/

nie wywoXywaz istotnych zaburzed w zachowaniu sie badanych

wskaZnikéw przemiany tiuszczowej, a stosowany Zgcznie z alko
holem prowadzit do zbliZonych zmian w zachowéniu sie tréj-
gliceryddéw i cholesterolu w watrobie jak sam alkohol.

Wzrost poziomu cholesterolu w surowicy gwierzgt otrzy-
mujacych przewlekle disulfiram, potwierdza wczesniejsze
obserwacje Majora i Goyer’'a /68/, ktdérey stwierdzili znaczng
hypercholesterolemig u alkoholikéw otrzymujgcych disulfiram
w poréwnaniu z nieleczonymi. Zdaniem tych autordéw hyperchole-
sterolemia moze byé wywolansa przez dwusiarczek wegla, ktdéry
jest kodcowym metabolitem disulfiramu /24,95/, a ktéry jak
wiadomo z licznych badaen /29,39,85,86,92,117,118/ prowadzi
u przewlekle eksponowanych do powaznych zaburzend w przemianie
tZuszczowej, objawiajgcych sie wzrostem stezenia tréjglice-
rydéw, cholesterolu i wolnych kwaséw tZusszczowych w surowicy.

Podisulfiramowe zaburzenia gospodarki lipidowe] sg
najprawdopodobniej wyrazem oddziaiywania tego leku na prze-

miany metaboliczne komdérek wgtrobowych 1 byé moze pozostaja



- 55 -

w zwigzkn z hamowaniem przez disulfiram utleniania komdrkowego,
co wykazaz m.in. Czyzyk w 1952 r. /14/.

Powyzej dyskutowane wyniki badani przemiany tiuszczowe]
przemawiajg wiec za tym, ze disulfiram /Anticol/ wywoXuje po-
dobne zaburzenia w metabolizmie lipiddw do tych, jakie obser-
wuje sie po alkoholu. Stad tez nalezazoby sagdzié, Ze prze-
wlekte stosowanie tego leku u alkoholikéw, wykazujacych w wig-
kszodci przypadkdéw zaburzenia przemiahy tzuszczowe]j ze stiusz-
czeniem watroby wigcznie /45,46,75/, moze przyczyniaé sie do
podtrzymania tych zmian réwniez u tych alkoholikdw, ktdrzy
pod wpiywem leczenia disulfiramem zaprzestalli konsumpcji alko-
holu.

Kazuistygzne‘spostrzezenia kliniczqe dotyczgce spora-
dycznych przypadkéw zapalenia watroby u chorych leczonych di-
sulfiramem /20,40,76,87,107/, jak rdéwniez spostrzezenia wska-
zujgce na to, ze disulfiram obostrza u alkoholikdéw przebiega-
jace subklinicznie uszkodzenie wgtroby /46/, w konfrontszcji
z poprzednio przeprowadzonymi badaniami przez Kirchmayera
i Cichockiego oraz wsp. /47/ w doswiadczeniu ostrym oraz wyni-
kami badai powyzej przedstawionych porzwalaja przyjaé, ze
disulfiram wywiera stabe dziatanie hepatotoksyczre i moze byé
traktowany jako "potencjalna hepatotoksyna". Uwzgledniajac
bowiem rzadkosé podisulfiramowego Bszkodzenia wagtroby nalezy
przyjaé, ze klinicznie Jjawne uszkodzenie tego narzadu moze
disulfiram powodowaé u osdéb szczegdlnie predysponowanych,

a wiec wykazujgcych dyskretne zmiany w tym narzadgle lub
u takich oséb, u ktérych wpiyw toksyczny disulfiramu nakZade
sig na dziatanie innych czynnikéw uszkpdi@imcych.
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Wyniki przedstawionych badar pozwalajg wiec odrzucié
poglady /40/, wg ktdérych sporadycznie obserwowane "z6Xtaczki™
podisulfiramowe stanowilyby wyraz dziaZania disulfiramu jako
"glergenu wgtrobowego®™,

Na podkreslenie zasiuguje fakt, Ze jak dotad nie opisano
uszkodzenia wgtroby u ludzi, ktdérych leczono disulfiramem
implantowanym podskdérnie. RéwnieZz powyze]j dyskutowane wynikil
przemawiajg przeciwko driazaniu toksycznemu na wgtrobe tej
postaci leku. Pozostaje to zapewne, jak juz powyzej wspomniano,
w zwigzku gz trudng rozpuszczalnoscig disulfiramu i indywidual-
nie zmiennym jego wchanianiem z miejsca wszczepienia /6,43,

52,69,95,100,109,115/.

§
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Vi. WNIOSKI

e R R e e
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1. Disulfiram /anticol/ przewlekle podawany doZoXadkowo
szeczurom wykazuje dzialani§<hepatotoksyczne wyrazajace sie
wzrostem surowiczej aktywnosci enzymdéw wskaZnikowych, fosfs-
tazy alkalicznej, bilirubiny, spadkiem surowiczej aktywnodci
ChE, jak réwniez morfologicznymi cechami uszkodzenia komdrek
wgtrobowych, ujawniajgcymi sig¢ przede wszystkim martwicsg
kwasochXonng, zwyrodnieniem wodniczkowym cytoplazmy, pojawia-
niem sie cytosegrosowdw oragz zhnacznym uszkodzeniem struktury
mitochondridw.

2. Wystepujacy przy przewlekiym podawaniu disulfiramu
spadek zawartosci glikogenu, oszabienie odczynéw histochemicz—-
nych na fosfataze kwadng i beta-glukuronidaze, prremieszczenie
lizosoméw do strefy okoXojgdrowej, spadek ilosci szorstkiej
i wezrost gXadkiej siatecgki Srddplazmatycznej oraz pomrozenie
peroksysoméw w watrobie mogg stanowié wyraz morfologiczny
adaptacji do zadad metabolicznych zwigganych z przemiang tego
leku.

3. Stopied nasilenia biochemicznych i morfologicznych
zmian w watrobie rzalesy od wielko$ci dawki disulfiramu.

4. Disulfiram nasila usgkodzenie komérek wgtrobowych
wywokanych uprzednim podaniem D-galaktozaminy.

5. Zaczne podawarie disulfiramu z alkoholem nie nasilia
gmian biochemicznych i morfologicznych obserwowahych po

samym disulfiramie lub sauym alkoholu.
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6. Disulfiram wszczepiony podskdérnie /Espéral/ nie
wyWwiera wptywu toksycznego na watrobe.

7. Przewlekle dozoxgdkowo podawany disulfiram wywozZuje
u -szczurdw zaburzenia gospodarki tiusszczowe]j podobne do pow-
stajacych pod wpiywem alkoholu, nie prowadzi jednak, w prze-
ciwienstwie do alkoholu, do uchwytnego morfologicznie stiusz-
czenia hepatocytéw.

8. Przeprowadzone badania potwierdzajg w warunkach
eksperymentalnych poprzednio przeprowadzone obserwacje kli-
niczne sugerujace hepatotoksyczne dziazanie disulfiramu

u ludzi, zwkaszcza tych z uprzednio uszkodzong wgtrobg.
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Celem niniegszej pracy byZo wykazanie hepatotoksycz-
nosci przewlekle stosowanego disulfiramu u zwiergzat oraz
zbadanie wpiywu tego leku ha wgtrobe uszkodzong D-galaktoz-
aming.

W pierwszej czescl pracy oceng przewlekzego, 6-tygod-
niowego wpiywu disulfiramu na wagtrobe przeprowadzono na 140
szczurach, podgielonych na 7 grup. Grupa I stanowizxa kontrole.
PozostaXym szozurom podawano codziennie dozoxgdkowo disulfiram
/anticol/ w dawce 150 mg/kg/dobe /grupa II/ i 300 mg/kg/dobe
/grupa ITII/, alkohol w dawce 1,0 g/kg/dobe /grupa IV/, alkohol
¥gcznie z disulfiramem /grupa V/ w dawkach jak w grupach IT
i IV, a ponadto grupie VI i VII wszczepiono podskdérnie disul-
firam /Espéral/ w dawce 400 mg/kg, przy czym zwierzgtom grupy
VII dodatkowo podawano alkohol dozotgdkowo w dawce 1,0 g/kg/
/dobe.

Stwierdzono, ze disulfiram stosowany przewlekle dozozgd-
kowo wpiywa toksycznie ha 0gélny stan zwierzat, a podawany
w dawce 150 mg/kg/dobe wywouje wzrost surowiczej aktywnoseci
A1AT, AP i spadek ChE, zaé w dawce 300 mg/kg/ dobe prowadzi
do wzrostu surowiczej aktywnosci ALAT, AspAT, AP, spadku ChE
i wzrostu stezenia bilirubiny. Surowicza aktywnos$é AlAT i sty-

zenie bilirubiny byry znamiennie wyzsze u sgezurdw otrzymujacyci
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disulfiram w dawce 300 mg/kg/dobg w pordwnaniu z wynikami
tych oznaczed u szezurdw otrzymujacych ten lek w dawce 150 mg/
/kg/dobe.

Przewlekle stosowany alkohol wywoiywax wzrost surowicze]
aktywnosSci AP i spadek ChE. Stosowany Zacznie z disulfiramem
powodowak réwniez statystycznie znamienny wzrost akiywnodci
A1AT i AP oraz spadek ChE w surowicy w pordwnaniu z grupg kon-
trolng, zas$ w pordwnaniu z grupa otrzymujgcg sam alkohol lub
sam disulfiram rdéznice te nie byzy znamienne. Espéral nie po-
wodowat Zadnych zmian w zakresie badanych enzyméw watrobowych
i bilirubiny, a stosowany z alkoholem wywolywaz jedynie zna-
mienny wzrost surowicze] aktywnosSci AP, natomiast spadek aktyw-
nosci ChE nie wykazywazZ cech znamiennoéci statystycznej.

W badaniach histologlcznych watroby szczurdw otrzymujg-
cych disulfiram w dawce TBQ_mg/kg/dobe gtwierdzono grudowatosé
cytoplazmy, ubytek glikogenu, maburzenie biegunowosci hepsto-
cytéw z ostabieniem reakcji na markery lizosomalne. Podobne
zmiany w watrobie szczurdw lecz o wigkszym nasileniu wywoZywa
disulfiram w dawce 300 mg/kg/dobe, ponadto u tych zwierzat
obserwowano pojawienie sig zwyrodnienia wodniczkowego cyto-
plazmy, martwice kwascchionng hepatocytéw, jak rdéwniez duze
lizosomy odpowiadajace cytosegrosomom. W watrobie sgczurdw
otrzymujgcych slkohol poza grudowatoscig cytoplazmy 1 ub, ien
glikogenu wystepowalo stiuszczenie komérek w centrum zrasiks
oraz osZabienie odczyndéw na markery lizosomalne, ze$ Zgczne
podanie disulfiramu z aikoholem powodowazo zmiany w tym na-
rzadzie zblizone do tych obserwowanych po samym disulfiramie.

Espéral poza grudowatoscig cytoplazmy, ubytkiem glikogenu
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w komérkach III strefy gronka i niewielkim ostabieniem odczynéi
na markery lizosomalne nie wywolywa innych zmian w watrobie.
W grupie zwierzat otrzymujgcych esperal %gcznie z alkoholem
stwierdzono zmiany podobne do opisanych po samym alkoholu.
Badanie ultrastrukitury komdrek wgtrobowych szczurdw,
ktérym podawano przewlekle disulfiram ujawnizzy ubytek glikc-
genu w cytoplazmie, zmniejszenie szorstkiej i pomnozenie .gtad-
kiej siateczki Srdédplazmatycznej, nieregularne rozmieszczenie
mitochondridw ze zmianami gestosScl elektronowej macierszy
i obecnoscig figur mielinowych w ich obrebie, a takze pomno=-
zenie peroksysomdéw i przemieszczenie powigkszonych lizosomdw
do okolicy okozojgdrowej. W hepatocytach szczurdw otrzymujg-
‘cych alkohol obecne byy liczne krople lipidowe, pomnoZone
i poszerzone kahaty siateczki Srddplazmatyceae]j gkadkiej,
zmniejszona 1lo$é siateczki szorstkiej oraz mitochondria
o zréznicowanym ksztaxicie., Disulfiram podany acznie z alkoho-
lem powodowa.zmiany w hepatocytach podobne'do obserwowanych
po samym disulfiramie =z tym, 2e wystépowaly tu ponadto krople
lipidowe w cytoplazmie. Stwierdzono réwniez, ze przewlekle
dozokgdkowo stosowany disulfiram wywoiuje gzaburzenie metabo-
lizmu tzuszozdédw. Tak wiec disulfiram podany szczurom dawce
150 mg/kg/dobe powodowaz spadek stezenia wolpych kwasdéw tussz-
czowych i wzrost trdigliceryddw w wgtrobie oraz spadek trdj-
gliceryddéw i wzrost cholesterolu w surowicy, a podany w wyz-
szej dawce /300 mg/kg/dohe/ wywoiywal ponadto spadek stezenia
wolnych kwasdéw tuszczowych w watrobie. Alkohol prowadei do
wzrostu stezenia wolnych kwesdw ttuszceowych, tréjgliceryddw

i cholesterolu w watrobie oraz wzrostu trdjgliceryddw
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i cholesterolu w surowicy, za$ stosowany Zacznie i disulfira-
mem wywoywax w pordwnaniu z grupsg kontrolng wzrost trdjgli-
ceryddw i spadek cholesterolu w wa%robie oraz wzrost choleste-
rolu w surowicy. Disulfiram wszczepiony podskdérnie /Espéral/
nie wywieraz istotnego wpiywu na przemiane tiuszczowg, gzas$
stosowany 2z alkoholem powodowaX wzrost cholesterolu w surowicy
oraz wzrost poziomu tréjgl;cerydéw i cholesterolu w wgtrobie.
W drugiej ¢zesci pracy oceniono wpiyw disulfirsmu na
watrobe uprzednio uszkodzong D-galaktorzaming. Doéwiadczenie
przeprowadzono ha 80 szczurach podzielonych na 4 grupy.
Grupe I, kontrolng, stanowiXo 20 zwierzat, ktérym nie podawano
disulfiramu ani tez D-galaktozaminy. Zwierzeta grupy II oitrzy-
mywaXy przez 3 kolejne dni disulfiram /Anticol/ w dawce
600 mg/kg/dobe dozoxgdkowo. Szczurom grupy III i IV wywozywano
uszkodzenie wgtroby D-galaktozaming, podajac jg w 2 injekcjach
dootrzewnowych w dawce 375 mg/kg/dobe z tym, ze grupie IV po
24 godzinach dodatkowo podano dozoxadkowo przez 3 kolejne dni
disulfiram w dawce 600 mg/kg/dobe.
Przeprowadzone badania pozwolily stwierdzié, ze D-gslaktoz-
aning wywoXuje znaczne uszkodzenie wairoby u szczurdw, wyra-
zajgce sie W badaniach biochemicznyoh wzrostem w surowicy
i spadkiem w watrobie aktywnosci A1AT i AspAT, wzrostem akiyw-
noéci AP'w surowicy i wgtrobie, spadkiem aktywnosci ChE
w. surowicy i wagtrobie orasz wzrostem poziomu bilirubiny w curo-
wicy. Natomiast w badaniach morfologicznych tych zwierzat
stwierdzono rogzsiarg mariwice kwasochionng hepatocytéw = na-
ciekami zapalnymi w przestrzeniach wrotnych i ich poblizu,

ubytek glikogenu i zaburzenie biegunowos$ci hepatocytdw
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z pojawieniem sie cytosegrosoméw.

Podanie disulfiramu zwierzgtom z uprzednio uszkodzonag
wgtrobg D-galaktozaming powodowaXo dalszy znamienny wzrost
aktywnosci AlAT oraz poziomu bilirubiny w surowicy, a taksze
pojawienie sig¢ obszardéw masywnej martwicy komérek watrobowych
z wylewami krwawymi w zrazikach i u blisko pozowy zwierzat
stiuszczenie wgtroby. Zmiany te nak*adaty sie¢ ns zmiany morfo-
logiczne tego narzgdu takie same jak obserwowane u szczurdw
po podaniu samej D-galaktozaminy.

Przeprowadzone badania biochemiczne i morfologiczne
wykazaly, %Ze w przeciwienstwie do disulfiramu wszczepionego
podskérnie /Espéral/, disulfiram stosowany przewlekle dozoxgd-
kowo /Anticol/ ujawnia dziatahie hepatotoksyczne. Hepatotok-
sycznosé disulfiramu wykazuje przy tym wyraZna zaleznos$é od
wielko$ci dawki dobowej. Wykazano réwniez, ze disulfiram sto=-
sowany Xgcznie z alkoholem nie nasila w uchwytny sposdéb zmiaa
w watrobie obserwowanych po samym disulfiramie lub samym alko-
kolu. Disulfiram podany zwierzetom z uprzednio uszkodzong wa-
trobg D-galaktozaming obostrza zmiany wsteczhne w hgpatocytach
i nasila gmiany biochemiczne, stanowigce wyraz uszkodzenia
nigszszu wgtrobowego.

Stwierdzono réwniez, ze disulfiram wywozuje zaburzenia
w gospodarce lipidowej, zblizone do tych obserwowanych po
alkoholu, nie prowadzi jednak w przeciwiedstwie do alkoholu
do uchwytnego morfologicznie stXuszczenia komérek watrobowych.

Przedstawione powyzej wyniki badan potwierdzajag na
drodze eksperymentalnej zakiadane na podstawie niektdérych
obserwacji klinicznych he%?totoksyczne dziaXan-e disulfiramu

u ludzi, w szczegblnosci tyéh gz juz uprzednio uszkodzong wa-
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A - wgtroba szczur 1pﬁt£biﬁego¢,ﬁt32ymana typowa budowa
,beiéébkdwafkoﬁéyekﬁmiézézQWyéhu' Powigkszenie 260 xq

Bg—'wqtrqqa‘é%cZQra otrzymujgcego disulfiram w dawce 150
ng/kg. Budowa zrazikowa utrzymana. Powigkszenie 260 x.

C - wgtroba szczura otrzymujgcego disulfiram w dawce 300
mg/kg. Silnie zaznaczona grudowatodé cytoplazmy.
Powigkszenie 400 x.

D - watroba szczura otrzymujgcego disulfiram w dawce 3CO
ng/kg. Poza zmianami jak na poprzednim zdj¢ciu /C/, widoczne
zwyrodnienie wodniczkowe cytoplazmy komdérek wgtrobowych.
Powigkszenie 400 x.,



ktére
1ltiram /Anticol/.
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otrzymywaty przewlekle dozoxgdkowo

Barwienie metodg H&E.




A - watroba ‘szosura kontrolnego. Reakcja w lizosomach
regularnie rozmigszczohych wzdiup kanalikéw z6Ecio-
wych na biegunie wydalniczym kom6rek watrobowych.

B - watroba ‘szczura otrzymujgcego disulfiram w dawce
-150 mg/kg. Ognlskowe ostabienie i rozmycie odczynu
‘7. zaznaczong miejscami utrabts biegunowoéci hepatocytdw.

C - wgtroba szczura otrzymujgcego disulfiram w davce
300 mg/kg. Widoczne skupienie odczynu w strefie okoto-
jadrowej z zaburzeniem biegunc@odci hepatocytdw, po-
nadto miejscami osZabienie odeczynu oraz pojedyncze
cytosegrosomy.



s

Ryc.2. Odczyn na fosfatazg kwadng wg Barki i Anderson
w wgtrobie szczurdéw, ktére otrzymywaity przewlekle do-
zotgdkowo disulfiram /Anticol/. Powigkszenie 260 x.

s
.
*
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A = wgtroba szczura kontrolnego. Regularne roz-—
mieszczenie znacznika lizosoméw 2z utrzymaniem
biegunowo$ci hepatocytiéw.

B - cdezyn w wgirobie szczura otrzymujgcego
disulfiram /Anticol/ w dawce 300 mg/kg. Skupienie
odczynu w strerie okoxojadrowe] z zaburzeniem
biegunowodci hepatocytéw,.

C - odczyn w wgurobie szczura z wszczepionym
disulfiramem /Espéral/. W wigkszodci hepatocytSw
regularne rozmieszczenie lizosoméw wzdtusz kanali-
kéw 26kciowych na biegunie wydalniczym komdrek
wgtrooowych.
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Ryc.3. Odczyn na fosfataz¢ kwadng wg Barki i Andersona
w wgtrobie szczurdéw, ktére otrzymywary przewlekle
disulfiram. Powigkszenie 400 x,



odeczynu w LII stretie gronka,

B = wgtroba szezura obtrzymujgcego przoevwlekls
alkohol w dawce 1,0 g/kg. Ogniskowe oskapienie
odczynu z zatarciem biegunowcSci hepatocytdw

¢ = watrcba szczura otrzymujiceso
disultirem /150 mg/ks/ Zocznie z alkchiolen
/1,0 g/ke/. Zazneczepne niewielkie octanien. o
cdczynu w IT 1 ITI strefie gronka 2z

zaburzong biegunowodcia hepsbocytdw
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Ryc.4. Odezyn na fosfatazg kwadng wg Barki i Andersona
w watrobie szczuréw, ktére otrzymywaty przewlekle do-
z0xgdkowo disulfiram /Anticol/, alkohol oraz disulfiram
/Anticol/ tgcznie z alkoholem. Powickszenie 100 X.



&w-'m;troba szczura"kontromego. Regu]ame roz=~

"iemunle wydalnlczym hepa-

B-‘wqtrobaiszczura otrzymuaqcego disalfiram
 7Anitic oLy SGaWQe,ﬂEOng/kg, Widoczne miejscami
iroznycie odczynu. Fowigkszenie 260 x.

C - wgtroba szczura z wsgczepionym disulfiramen
z/Espeéral/. Zatarcie biegunowoéci hepatocytdéw
i nleregulanne rozproszenie lizosamdw.

;Pow:L gkszenie 400 x.



Ryc.5. Odczyn na G-glukuronidazq metodg Hayashi w wgtrobie
szczuréw, ktére otrzymywaly przewlekle disulfiram.



A - strukbura zrazikowa wgtroby utrzymana, rozle-
gte nacieki zapalne ztozone z komérek jednojgdrzas—
tych limtocytopodobnych oraz pola martwicy hepato-
cytéw, Powiekszenie 100 X,

B - zmiany histologiczne w wgtrobie podobne do
opisanych przy zdjgciu A, lecz bardziej nasilone.
Powigkszenie 100 x.

C - ten sam obraz jak b, lecz pod wigkszym
powigkszeniem /260 x/
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Ryc.?7. Obrazy histologiczne wgtroby szczuréw, ktérym podano
2 iniekcje dootrzewnowe D-galaktozaminy w dawce 375 mg/kg,
a nastgpnie disulfiram /Anticol/ dozotgdkowo w dawce 600
ng/kg przez 3 dni., Barwienie metodg H&E.



A - wqtrooa szczura kontrolnego. Widoczna reake ja

w 1izosomach regulannie rozmieszczonych wzdiuz kana-
likéw 261ciowych na* biegunie wydalniczym komérek
wqtrobowych. wa1§kszenie 200 x,

B - wgtroba szczura otrzymujacego disultiram.
Ogniskowe ostabienie i rozmycie odczynu z zaznaczong
utratq3biegunowoéci.hepatocytdw. W niektérych hepa-
tocytach obecne cytoségrosomy. Powigkszenie 260 x.

C = wagtrooa szczura otrzymujgcego disulfiram. Zmiany
Jjak na powyzszym /B/ zdjgciu pod wigkszym powigksze—
niem /400 x/., Ostabienie i rozmycie odczynu, w innych
hepatocytach grudowate skupienia lizosomdéw i duie
lizosomy odpowiadajgce cytosegrosomom /C/.



Ryc.8. Odczyn histochemiczny na (}-glukuron'idazq wg Hayashi
w wgtrobie szczuréw, ktére otrzymaty disulfiram /Anticol/
dozotgdkowo w dawce 5600 mg/kg przez 3 dni.



A - odczyn w wqtroble szczura, ktdremu podano disul-
firam. &1doczne w czqécl hepatocytow vrzemieszczenie
odczynu do strefy okokonqdroweg /zatarcie biegunowoici
{hepatocytéw/, miejscemi osk¥abienie reakcji oraz obecne
“cytpsegxq omy s lbwigkszenle 250 x.

B. = oaciyﬁ’w'wqtrdbie szczura, ktéremu podano D-gala=-
{ktozauinq. Widoézna - mieascami utrzymana biegunowoié
.hepatocytéw, na. obwodzie zatarcie biegunowoici i osxa-
'Wpienie odczyng. waigkszenieuaoo Xe

C:=~ odczyn na fosfatazg kwaSng w watrdbie szczura,
ktéremu pbdano'Dﬁgéiastozaminq. Obraz jak wyzed
/zdj¢cie B/ lecz pod wigkszym powigkszenienm 4CC x.
’«1doczna mieascami utrzyuana biegunowoié hepiatocytow,
miejscani zs8 rozproszenie odczynu i Jjego ostubienie.
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Ryc.9. Odczyn na fosfatazg¢ kwasng wg Barki i Andersona

w wgtrobie szczurdw, ktérym podano dozotgdkowo disulfiram
/Anticol/ w dawce 600 mg/kg przez 3 dni oraz 2 iniekcje
dootrzewnowe D-galaktozaminy w dawce 375 mg/kg.



A - widoczna nieregularno8é odczynu, w niewielkiej
czgdci hepatocytéw odczyn utrzymasny, w przewazajgce]
jednak ich czeSci odczyn rozproszony i ostabiony.

B - odczyn na rostataze kwasng podobny Juk wylej,
widoczne sgq ponadto duie lizosomy oapowiadajqce
cytosegrosomom.



Ryc.10. Odczyn na tosfatazg kwadng wg Barki i Andersona
w wgtrobie szczurdéw, ktérym podano D-galaktozaming /2
jniekcje dootrzewnowe w dawce 575 mg/kg/, & naste¢pnie
disulfiram /Anticol/ /dozoxgdkowo W dawce 600 mg/kg przez
3 dni/. Powigkszenie 260 X.
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Ryc.11. Elektronogram komérki wgtrobowej szczura, ktéry
otrzymywat przewlekle dozoigdkowo disulfiram /Anticol/
w dawce 150 mg/kg. Mitochondria /M/ o zréinicowanym ksztaicie,
niejednorodnej ggstodci elektronowej macierzy i miejscami
znieksztatconymi grzebieniami; MB - figura mielinowa; GL -
glikogen; SER - siateczka §rédplazmatyczna gtadkodcienna

z poszerzonymi kanatami; BC - kanalik 36kciowy 2z mikrokosmkami ;
G - strefa Golgiego; Iy - lizosom; P - peroksysom.
Powigkszenie 30000 x.
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Ryc.12. Elektronogram komérki wgtrobowej szczura,

otrzymywat przewlekle doiolédkbvo disulfiram /Anticol/

w dawce 150 mg/kg. M - mitochondria z macierzg o niejedno-
rodnej gegstodci elektronowej; N - jgdro; GL - glikogen;
SER - siateczka gtadka Srédplazmatyczna, pomnozona; RER -
falidcie przebiegajgca szorstka siateczka §rédplazmatyczna;
P - peroksysom, zwraca uwag¢ zwigkszona ich ilodé.

Powigkszenie 12000 x.
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Ryc.13. Elektronogram komérki wqtrobowea szczura, ktdny
otrzymywat przewlekle dozotgdkowo disulfiram /Anticol/

w dawce 150 mg/kg tgcznie z alkoholem w dawce 1,0 g/kg.
Nieréwnomierne rozmieszczenie organelli komérkowych. Brak
glikogenu. Macierz mitochondrialna /M/ o zréznicowane}
gestodci elektronowej; N = jgdro; L - krople lipidowe;

Iy - lizosom; SER - siateczka 8rédplazmatyczna gtadka;

DS - przestrzed Dissego. Powigkszenie 12000 x.
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Ryc.14. Elektronogram komorkl wgTropowej Szczara, KLory
otrzymywatr przewlekle dozotgdkowo alkohol w dawce 1,0 g/kg.
Zwraca uwag¢ pomnozona ilo§é siateczki Srdédplazmatycznej
gtadkiej /SER/, zréinicowana ggstod§é elektronowa macierzy
mitochondrialnej /M/ oraz poszerzone kanaliki zétciowe /BC/,
ktérych niektbére odcinki sg pozbawione mikrokosmkéw; RER -
siateczka Srédplazmgtyczna szorstka; P - peroksysom.
Powigkszenie 12000 x.




Ryc.15. Elektronogram komdérki watrobowej szczura, ktéry
otrzymywal przewlekle dozotgdkowo alkohol w dawce 1,0 g/kg.
Zwraca uwage pomnozona siateczka &rdédplazmatyczna gtradka /SER/
z poszerzonymi kanatami, obecnodé kropli lipidowych /L/;

M - mitochondria o zréinicowanym ksztaicie; N - jgdro;

MV - mikrokosmki. Powigkszenie 12000 x. (h
o
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